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 Abstract
The endometrial carcinoma (EC) is the most frequent gynecological malignancy in the western world. 
Tumors of  that entity are classifi ed into two subtypes, the less aggressive type-I-EC, which is correlated with 
a good prognosis, and a highly differentiated and more aggressive type-II-EC. Recent studies demonstrated 
that the L1CAM molecule, which is normally not expressed in the endometrial tissue, plays a central role 
in the progression of  the EC. Aberrant L1CAM expression is exclusively detectable in high grade type-II 
endometrial carcinomas, namely the serous and clear cell phenotypes. The abnormal L1CAM expression is 
correlated with a poor prognosis, not only in endometrial carcinomas but also in a variety of  other tumor 
entities. It has been shown that the expression of  L1CAM increases  tumor cell motility and invasion, as well 
as tumor growth.
Furthermore it could be shown that in some human carcinomas the L1CAM expression is restricted to 
the invasive front of  the tumor. There is evidence that cells at the invasive front undergo an epithelial mes-
enchymal transition (EMT). These cells benefi t from L1CAM-mediated cell motility when leaving the solid 
tumor and forming metastasis elsewhere in the body. 
Despite the extensive work on L1CAM expression in human tumors the mechanism, which drives the 
L1CAM upregulation still remains to be unravelled. Along this line, the central aim of  this thesis was to 
identify the mechanisms contributing to the regulation of  L1CAM expression in endometrial carcinomas. 
To address this question we investigated the transcriptional regulation of  L1CAM on different levels. First 
we could show that a TGF-β1 induced EMT leads to increased L1CAM expression in EC cell lines and 
this process depends on the transcription factor slug. DNA binding studies revealed a direct interaction of  
slug with both L1CAM promoter sites. Furthermore a positive correlation between slug and L1CAM levels 
could be shown in different EC cell lines. Beside the activator slug the repressor REST was identifi ed to 
contribute to the L1CAM regulation. The regulatory role of  REST was described in neuronal cells before 
and has now been confi rmed in EC cell lines as well. However, it is still unclear which mechanism underlies 
the strict repression of  the L1CAM-gene by REST in the EC cell lines.
Two epigenetic mechanisms contributing to the regulation of  L1CAM expression, DNA-methylation and 
histone deacetylation, could be identifi ed. Both mechanisms suppress L1CAM and according to this, inhi-
bition of  histone deacetylases and DNA methyl transferases (DNMTs) lead to strongly increased L1CAM-
expression in EC cell lines. Furthermore it was shown that L1CAM promoter hypomethylation and L1CAM 
expression are positively correlated in EC cell lines.
Surprisingly, the treatment of  L1CAM positive cell lines with DNMT inhibitors leads to a strong decrease 
of  the L1CAM-mRNA as well as protein level. It might be possible that a deregulation of  microRNAs, es-
pecially the miR-34a, contribute to the post transcriptional regulation of  L1CAM. A reporter assay revealed 
that miR-34a binds to the L1CAM 3’-UTR and thereby blocks the translation.
In summary, these data suggest a complex regulation of  L1CAM on different levels. Epigenetic effects as 
well as transcriptional and post transcriptional mechanisms keep the L1CAM gene under control in normal 
cells, but a tumor-driven deregulation enhances aberrant L1CAM expression in high grade carcinomas.
 
 Zusammenfassung
Das Endometriumkarzinom (EK) ist in den Industrieländern die häufi gste diagnostizierte invasive Tu-
morerkrankung des weiblichen Urogenitaltrakts. Bei der Klassifi zierung wird zwischen dem meist mit ei-
nem positiven Verlauf  assoziierten Typ-I EK und dem aggressiven Typ-II EK unterschieden. Ergebnisse 
der letzten Jahre zeigen, dass dem Zelladhäsionsmolekül L1CAM, welches von gesundem Endometrium 
nicht exprimiert wird, eine entscheidende Rolle in der Tumorprogression zukommt. L1CAM wird dabei 
hauptsächlich bei hochgradigen Typ-II EKs, die als seröse und klarzellige Adenokarzinome eingestuft wer-
den, detektiert. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Überexpression des L1CAM-Gens die Motilität 
der Tumorzellen sowie das Tumorwachstums fördert. Dabei ist ein charakteristisches Merkmal, dass die 
L1CAM-Genexpression oft mit der invasiven Front eines Tumors assoziiert ist. Es wird beschrieben, dass 
Zellen in der invasiven Front eine Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT) durchlaufen und anschlie-
ßend in das umgebende Gewebe invadieren. Dieser Prozess wird durch die L1CAM-Überexpression unter-
stützt.
Derzeit ist immer noch unklar, wie es zu dieser atypischen L1CAM-Expression an der invasiven Tumor-
front kommt. Die zentrale Frage der vorliegenden Arbeit war daher, welchen Regulationsmechanismen das 
L1CAM-Gen im endometrialen Tumorgewebe unterliegt. Um dies zu klären, wurde die transkriptionelle 
Regulation von L1CAM auf  unterschiedlichen Ebenen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die 
TGF-β1 induzierte EMT in EK-Zellen zu einer Aktivierung von L1CAM führt die durch den EMT asso-
ziierten Transkriptionsfaktor Slug vermittelt wird. Die durchgeführten DNA-Bindungsanalysen bestätigen 
eine direkte Interaktion des Transkriptionsfaktors Slug mit den zwei alternativen Promotoren des L1CAM-
Gens. Des Weiteren sind Slug und L1CAM auf  mRNA-Ebene in EK-Zelllinien positiv miteinander korre-
liert. Neben dem EMT-Aktivator Slug konnte mit dem Repressor REST ein weiterer Regulator von L1CAM 
identifi ziert werden. Der Einfl uss von REST auf  die L1CAM-Expression war zuvor bereits in neuronalen 
Zellen beschrieben worden. Der direkte Mechanismus, über den REST in die L1CAM-Expression eingreift, 
bleibt zu klären.
Über der Ebene der transkriptionellen Regulation hinaus, konnte gezeigt werden, dass auch der epige-
netischen Regulation eine bedeutende Rolle in der Kontrolle der L1CAM-Expression zukommt. So konnte 
nachgewiesen werden, dass sowohl ein Einfl uss der Histon-Deacetylierung als auch der DNA-Methylierung 
bei der Suppression des L1CAM-Gens vorliegt. Dementsprechend führte die Behandlung von EK-Zelllini-
en mit Inhibitoren der Histon-Deacetylasen und/oder DNA-Methyltransferasen (DNMTs) zu einer Akti-
vierung des L1CAM-Gens. Darüber hinaus konnte mittels einer Methylierunganalyse nachgewiesen werden, 
dass in EK-Zelllinien der Grad der Promoter-Hypomethylierung mit der L1CAM-Expression korreliert.
Entgegen der Erwartungen führte die Behandlung von L1CAM exprimierenden Zelllinien mit DNMT-
Inhibitoren, zu einer drastischen Abnahme der L1CAM-Expression. Die nachfolgende Analysen dieses Ef-
fekts offenbarten eine Aktivierung von microRNAs, insbesondere der miR-34a, welche sehr wahrscheinlich 
zu der post-transkriptionellen Regulation von L1CAM beiträgt.
Zusammenfassend belegen die Daten dieser Arbeit eine komplexe Kontrolle des L1CAM-Gens auf  meh-
reren Ebenen. So greifen sowohl epigenetische als auch transkriptionelle und post-transkriptionelle Me-
chanismen in die Expression von L1CAM ein. Eine Deregulation dieser komplexen Repression kann so zu 
einer fokalen Aktivierung von L1CAM in hochgradigen EKs führen.
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9A  Einleitung
1.  Das L1 Zelladhäsionsmolekül  CD171 (L1-cell adhesion molecule)
1.1 Die Struktur von L1CAM und dessen proteolytische Spaltung 
Das neuronale Zelladhäsionsmolekül L1CAM CD171 (cell adhesion molecule) ist wie alle L1-ähnlichen Pro-
teine ein Typ-I Membran-Glykoprotein und Mitglied der Immunglobulin Superfamilie (Moos et al., 1988). 
Die Proteine der L1-Familie sind gekennzeichnet durch den Besitz von Immunglobulindomänen (Ig), ge-
folgt von Fibronektin-Typ-III-Domänen (FNIII). Innerhalb der Säuger umfasst die gesamte Familie vier 
Moleküle: L1CAM, CHL1 (close homologue of L1), Neurofascin und NrCAM (NgCAM related cell adhesion mole-
cule) (Moos et al., 1988). In Vertebraten nimmt L1CAM eine Schlüsselrolle in der Entwicklung des zentralen 
Nervensytems ein.
Das L1CAM-Molekül ist je nach Glykolisierungsmuster zwischen 200-220 kDa groß und besitzt sechs 
Immunglobulin- und fünf  Fibronektindomänen im extrazellulären Bereich (s. Abb A1). Dem C-Terminus 
folgen eine kurze Transmembranregion und ein hochkonservierter cytoplasmatischer Teil (Moos et al., 
1988; Reid and Hemperly, 1992; Sonderegger and Rathjen, 1992; Hortsch, 1996). 
Die gesamte Proteinsequenz ist stark konserviert und in einigen Spezies sind bereits Homologe nachge-
wiesen worden. Ursprünglich wurde L1CAM in der Maus als Zelloberfl ächen-Antigen durch monoklonale 
L1CAM-Antikörpers identifi ziert. In den folgenden Jahren wurden die Homologe im Menschen (Lindner 
et al., 1983; Wolff  et al., 1988), in der Ratte (NILE) (Lee et al., 1981; Bock et al., 1985), im Huhn (NgCAM) 
(Grumet et al., 1984), Drosophila (neuroglian) (Bieber et al., 1989) und in c.elegans (LAD-1 und LAD-2) (Cox 
et al., 2004) gefunden. 
Eine in mehreren Vertebraten auftretende Aminosäuresequenz ist das RGD-Motiv in der sechsten Ig-
Domäne vom L1CAM-Protein. Außer im humanen L1CAM konnte diese Sequenz noch im L1CAM-Ho-
molog der Maus (Hlavin and Lemmon, 1991; Reid and Hemperly, 1992) und der Ratte nachgewiesen wer-
den. Das gleiche Motiv wurde auch bei anderen Mitgliedern der L1-Familie in der dritten FN-III-Domäne 
identifi ziert. Noch weiter verbreitet als das RGD-Motiv ist das RSLE-Motiv im hochkonservierten cytoplas-
matischen Teil der L1-Familie (Miura et al., 1991; Takeda et al., 1996; Kamiguchi and Lemmon, 1998). Diese 
Motiv ist bei fast allen Vertebraten L1-Molekülen vorhanden und es entsteht durch alternatives Spleißen 
des 27. Exons. Im humanen L1CAM wird außerdem das Exon 2 alternativ gespleißt. Dieses Exon kodiert 
für ein YEGHH-Motiv welches in der ersten Ig-Domäne im N-terminalen Bereich des L1CAM-Moleküls 
lokalisiert ist (s. Abb A1)(Jouet et al., 1995a). Das Motiv ermöglicht die Interaktion mit neuronalen Liganden 
wie Axonin (De Angelis et al., 2001). Das alternative Spleißen von Exon 2 und 27 tritt vorwiegend bei nicht 
neuronalen Zellen auf, u.a. bei Schwann-Zellen, Astrocyten und Oligodentrocyten (Reid and Hemperly, 
1992; Takeda et al., 1996). Während in neuronalen Zellen mRNA mit Exon 2 und 27 vorzufi nden sind. Ein 
weiteres wichtiges Motiv im cytoplasmatischen Teil ist die Aminosäuresequenz 1224SFIGQY1229. Dieses 
Motiv ermöglicht die intrazelluläre Interaktion von L1CAM mit Ankyrinmolekülen und ist ebenfalls stark 
konserviert. 
Die Phosphorylierung dieses Motivs induziert sogleich die Dissoziation des Ankyrins (Garver et al., 
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1997; Gil et al., 2003). Neben den für die Interaktion essentiellen Motiven besitzt das humane L1CAM-
Protein weitere Motive, welche eine proteolytische Spaltung ermöglichen. Zurückliegende Arbeiten bestäti-
gen drei unterschiedliche proteolytische Motive, von denen zwei zu der Freisetzung einer extrazellulären 
löslichen Form führen und eines zur Abspaltung einer intrazellulären Domäne (Faissner et al., 1988; Beer et 
al., 1999; Maretzky et al., 2005).
Es können, abhängig von der Position der Spaltmotive, unterschiedliche L1CAM-Proteinfragmente iden-
tifi ziert werden. Eine bekannte Spaltstelle wurde innerhalb der dritten FNIII-Domäne lokalisiert. Die diba-
sische Kernsequenz 839QRKHSKRHIH848 innerhalb dieser Domäne wurde als Motiv für die Proteinasen 
Trypsin und Plasmin identifi ziert. Der proteolytische Prozess resultiert in ein 140 kDa und ein 80 kDa gro-
ßes Fragment (s. Abb A1)(Faissner et al., 1985; Sadoul et al., 1988; Nayeem et al., 1999). Bei der Spaltung mit 
Plasmin kommt es dabei zur Freisetzung der 140 kDa-Fragmente. Eine weitere Spaltung ereignet sich auch 
in der FNIII-Domäne und erfolgt durch die Proprotein Konvertase PC5A. Die Bindesequenz 840RKHS-
KR für diese Konvertase ist innerhalb der Plasmin-Kernsequenz lokalisiert und entspricht der allgemeinen 
Erkennungssequenz (R/K)X0 2,4,6,(K/R), der Proprotein-Konvertasen (Kalus et al., 2003). 
Ein weiterer Spaltprozess führt zu der Freisetzung eines wasserlöslichen Fragments und wird als Ektodo-
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Abbildung A 1   Schematische Darstellung der molekularen Struktur von L1CAM (links) sowie 
der proteolytischen Motive mit den daraus resultierenden Spaltfr agmenten (mittig und rechts). Hervor-
gehoben sind außerdem die alternativ gespleißten Exons 2 und 27 sowie das RGD-Motiv in der 6. IgG-
Domäne. Die Interaktionsmöglichkeit mit dem Ankyrin/Spektrin-Netzwerk ist ebenfalls angedeutet. 
Eine genauere Beschreibung zu den einzelnen Prozessen ist im Text zu fi nden.
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mänen-Spaltung bezeichnet. Es kommt dabei zur Abspaltung der vollständigen funktionellen extrazellulären 
Domäne mit einer Größe von 200 kDa, während ein 32 kDa großer cytoplasmatischer Teil in der Membran 
verbleibt (Mechtersheimer et al., 2001). Das C-terminale Fragment (L1-CTF) kann wiederum sequentiell 
durch die γ-Secretase zu einer im Cytoplasma löslichen intrazellulären Domäne (L1-ICD) gespalten werden 
(Maretzky et al., 2005; Riedle et al., 2009). Die membranproximale Spaltung ist von Disintegrinen und Me-
talloproteinasen abhängig und ereignet sich sowohl in Tumorzelllinien als auch während der Entwicklung 
des Maushirns (Beer et al., 1999; Gutwein et al., 2000; Mechtersheimer et al., 2001). Für eine Freisetzung 
des löslichen L1CAM von Tumorzellen oder von Tumorzellen gebildeten Exosomen ist hierbei die Aktivi-
tät der Metalloproteinase ADAM10 notwendig (Gutwein et al., 2005; Stoeck et al., 2006). Die Phorbolester 
PMA induzierte L1CAM-Ektodomänenspaltung wird dagegen durch Disintegrine und die Metalloprotei-
nase ADAM17 vermittelt (Maretzky et al., 2005; Stoeck et al., 2006). Eine gemeinsame Erkennungssequenz 
für Metalloproteinasen innerhalb des L1CAM-Moleküls konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht ermittelt 
werden. Die Größen der resultierenden Fragmente lassen jedoch auf  eine Kernsequenz proximal zur Trans-
membrandomäne schließen.
2.  Funktion von L1CAM
2.1 Expression und Funktion von L1CAM im zentralen Nervensystem
Durch die Beeinfl ussung der Migration von Neuronen mit Hilfe von monoklonalen L1-Antikörpern 
konnte bereits 1983 L1CAM als Zelloberfl ächenmolekül im Nervensystem der Maus nachgewiesen werden. 
Neben der Migration ist L1CAM auch in zahlreiche andere Prozesse während der Entwicklung involviert. 
Es konnte gezeigt werden, dass L1CAM für die Migration der neuronalen Vorläuferzellen, die Adhäsion, 
die Faskzikulierung und Myeliniserung von Neuriten, sowie für das Neuritenwachstum bei Axonen und 
Schwannzellen von Bedeutung ist. Ein Einfl uss von L1CAM auf  die Dendritenbündelung  wurde außer-
dem durch Dahme und Demyanenko bewiesen (Dahme et al., 1997; Demyanenko et al., 2004). Zahlreiche 
Mausmodelle unterstreichen die Bedeutung von L1CAM für die Entwicklung des zentralen Nervensystems. 
Knockout-Mäuse mit mutierten L1CAM zeigen auffällige Veränderungen der corticonalen, retino-collicula-
ren, thalamacorticalen und collosal Axone.
Mutationen im Genlokus des humanen L1CAM resultieren dementsprechend in zahlreiche neuropatho-
logische Fehlfunktionen und bestätigen die zentrale Rolle von L1CAM. Bis heute konnten mehr als 200 Mu-
tationen von L1CAM identifi ziert werden, die im Zusammenhang mit Missbildungen oder neurologischen 
Störungen stehen (Vos et al., 2010). Der Großteil der neurologischen Fehlentwicklungen geht auf  Punktmu-
tationen in der extrazellulären Domäne zurück, welche wiederum veränderte Adhäsionseigenschaften des 
L1CAM-Moleküls verursachen (Brummendorf  et al., 1998; De Angelis et al., 2002). Im Vergleich dazu ha-
ben Mutationen in der intrazellulären Domäne seltener einen Einfl uss auf  die neuropathologische Situation 
(Yamasaki et al., 1997; Kenwrick et al., 2000). Fehlbildungen, welche mit einer L1CAM-Mutationen assoziie-
ren sind der Hydrozephalus, das MASA-Syndrom (mental retardation, aphasia, shuffl ig gait, adducted thumbs), ACC 
(agenesis oft the corpus collasum) und SPG1 (spastic paraplegia type 1) (Jouet et al., 1994; Vits et al., 1994; Fransen 
et al., 1995). Diese durch L1CAM-Mutationen verursachten neurologischen Fehlentwicklungen werden zu-
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sammenfassend als CRASH-Syndrom bezeichnet (corpus collasum hyperblasia, mental retardation, adducted thumbs, 
spastic paraplegia, x-linked hydrocephalus) (Fransen et al., 1995). Eine weitere neurologische Fehlentwicklung bei 
der mit signifi kanter Häufi gkeit L1CAM-Mutationen auftreten ist die Hirschsprung-Krankheit (Okamoto et 
al., 1997; Parisi et al., 2002; Basel-Vanagaite et al., 2006; Nakakimura et al., 2008; Jackson et al., 2009). Die 
Erkrankung tritt in den meisten Fällen in Verbindung mit dem Symptom des Hydrozephalus auf  und es ist 
unklar, inwiefern die L1CAM-Mutation mit zum Erkrankungsbild beiträgt.
2.2 Expression und Funktion von L1CAM in nicht neuronalen Gewebe
L1CAM wird neben neuronalen Zellen auch von einigen anderen Zelltypen exprimiert. In der Maus 
konnte L1CAM an der Oberfl äche von hematopoetischen Vorläuferzellen im Knochenmark und bei B- 
und T-Lymphozyten nachgewiesen werden (Kowitz et al., 1992). Beim Menschen wurde L1CAM auf  der 
Oberfl äche von CD4+ T-Lymphozyten, Monozyten, B-Lymphozyten und dentritischen Vorläuferzellen 
detektiert (Ebeling et al., 1996; Pancook et al., 1997). In B-Zellen wurde eine alternativ gespleißte Variante 
von L1CAM ohne Exon 2 nachgewiesen (Jouet et al., 1995b). Der funktionelle Aspekt der L1CAM-Expres-
sion von diesen Zellen ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Wie bei neuronalen Zellen wurde jedoch auch 
bei humanen und murinen Lymphozyten ein Einfl uss auf  die Migrations- und Adhäsionseigenschaften 
durch L1CAM beschrieben (Hubbe et al., 1993; Ebeling et al., 1996; Duczmal et al., 1997). Zusätzlich wirkt 
L1CAM in Mäusen als Co-Stimulationsfaktor bei der T-Zellaktivierung und es konnte belegt werden, dass 
ein Antikörper gegen L1CAM die T-Zellproliferation blockiert. Entsprechend führt die Überexpression 
von L1CAM in murinen Myeloma-Zellen zu einer Erhöhung der T-Zell-Antwort (Balaian et al., 2000). Ein 
weiteres Antikörperexperiment in der Maus offenbarte eine Störung der Lymphknotenreorganisation durch 
die Blockierung von L1CAM (Di Sciullo et al., 1998). Nicht zuletzt scheint L1CAM auch für die normale 
Entwicklung der Milz essentiell zu sein. Das offenbaren Untersuchungen an L1CAM-defi zienten Mäusen 
bei denen Tiere ohne L1CAM Missbildungen der weißen Pulpa aufwiesen (Wang et al., 2000). Weitere Ge-
webe, in denen L1CAM-Expression identifi ziert werden konnte, waren epitheliale Zellen des urogenitalen 
Trakts bei männlichen Mäusen und Zellen im Darm von Mäusen (Kujat et al., 1995). Außerdem wurde eine 
erhöhte Expression von L1CAM in der basolateralen und lateralen Membran von epithelialen Zellen des 
Sammelkanals der Niere festgestellt. Während einer tubulären Nekrose verlieren die Zelle die beschriebene 
polarisierte Verteilung von L1CAM (Allory et al., 2008). Eine funktionelle Analyse der L1CAM-Expression 
in epithelialen Zellen hat hier noch nicht stattgefunden.
2.3 Homo- und heterophile Interaktionen des L1CAM-Moleküls
Über die extrazelluläre Domäne kann L1CAM sowohl homophil an ein weiteres L1CAM-Molekül als 
auch heterophil mit anderen Ligandenmolekülen interagieren. Die Interaktionen sind dabei cis- und- trans 
gerichtet. Können also auf  der Oberfl äche der gleichen Zelle oder einer benachbarten Zelle erfolgen. Als 
heterophile Liganden von L1CAM sind bekannt: 
a.) neuronale Zelladhäsionsmolekülen der Ig-Superfamilie inklusive Nr-CAM, F3/II/Kontaktin; (Kuhn 
et al., 1991; Brummendorf  and Rathjen, 1993; Treubert and Brummendorf, 1998) b.) andere Zelladhäsi-
onsmoleküle (CAMs) wie Intergrine oder CD24 (Yip et al., 1998; Kleene et al., 2001; Yip and Siu, 2001); 
c.) Moleküle der Extrazellulären Matrix (ECM) wie Laminin, das Chondroitinsulfat-Proteoglykan Phospho-
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can und Neurocan (Grumet et al., 1996); d.) Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) wie EGFR, der Fibroblasten 
Wachstumsfaktorrezeptor (FGFR) (Kulahin et al., 2008; Kulahin et al., 2009); e.) der Semaphorin (Sema) 
Co-Rezeptor Neuropilin-1 (NP-1) (Castellani et al., 2000; Castellani et al., 2002).
Im zentralen Nervensystem ist die homophilische Bindung von entscheidender Rolle. Exprimiert auf  
der Oberfl äche von Axonen, vermittelt L1CAM dabei die Zelladhäsion, die Migration von Neuronen, das 
Neuritenwachstum und die Faszikulierung der Axone (Miura et al., 1992; Zhao and Siu, 1995; Lemmon and 
Schlessinger, 1998; Haspel et al., 2000). Als minimale Sequenz zur Aufrechterhaltung der homophilischen 
Bindung wurden hierbei die Ig-Domänen Ig-1 bis Ig-4 identifi ziert (Haspel et al., 2000; Gouveia et al., 2008). 
Die Prozesse während der Entwicklung des zentralen Nervensystems werden zusätzlich durch heterophi-
lische Bindungen gesteuert. Das Neuritenwachstum und die Faskzikulierung werden so zum Beispiel auch 
durch die Wechselwirkungen mit Axonin/Tag-1/TAX-1 oder F3/F11/Kontaktin vermittelt (Kuhn et al., 
1991; Brummendorf  and Rathjen, 1993; Morales et al., 1993; Felsenfeld et al., 1994). Das YEGHH-Motiv 
im zweiten Exon scheint essentiell für die Axonin-1/Contactin Bindung (De Angelis et al., 2001). Für die 
Sema3a induzierte Repulsion der corticalen Axone ist die Interaktion mit NP-1 entscheidend (Castellani et 
al., 2000; Castellani et al., 2002). Die Wechselwirkung zwischen L1CAM und NP-1 wird dabei durch die 
erste Ig-Domäne vermittelt (Oleszewski et al., 1999; Castellani, 2002). Mit Neurocan wurde ein weiteres 
Molekül identifi ziert, das mit der ersten Ig-Domäne interagiert.
Das Interaktionspotential der Ig-Domänen ist ein zentraler Mechansimus für die homo- und heterophili-
sche Bindung und umfasst vorwiegend die ersten vier Ig-Domänen Ig1-Ig4. In vitro Versuche belegten eine 
equipotente Funktion der Ig-Domänen im Vergleich zur kompletten Ektodomäne beim Neuritenwachstum 
(Haspel et al., 2000; Schurmann et al., 2001). Die Wechselwirkungen der Ig-Domänen erfordert eine Huf-
eisenkonformation der ersten vier Ig-Domänen. Ermöglicht wird die Konformation durch sieben Amino-
säuren in der Linkerregion der Ig-Domänen zwei und drei. Es kommt zu einer Interaktion zwischen den 
Ig-Domänen eins und vier sowie zwei und drei (Schurmann et al., 2001).
Ein weiterer Bindungsmechanismus umfasst das RGD-Motiv in der sechsten Ig-Domäne. Verschiede-
ne Arbeiten bewiesen die essentielle Rolle dieses Motivs bei der Interaktion mit verschiedenen Integrinen 
(Montgomery et al., 1996; Oleszewski et al., 1999). Die Aminosäurefolge RGD vermittelt die Bindung mit 
den Integrinen αvβ5, α5β1, αvβ1, αvβ3 und dem Thrombozyten spezifi schen αIIβ3 (Ruppert et al., 1995; 
Ebeling et al., 1996; Felding-Habermann et al., 1997; Blaess et al., 1998; Oleszewski et al., 1999; Mechters-
heimer et al., 2001).
Die Ig6-Domäne ermöglicht durch die Bindung von αvβ3-Integrin eine Stimulation der Mitogen aktivier-
ten Proteinkinasen (MAPKs) ERK1 und ERK2 in HUVEC-Zellen (human umbilical vein endothelial cells). 
Die Wechselwirkung vermittelt ein Überlebenssignal in den Zellen durch die Aktivierung des Transkripti-
onsfaktors NF-κB (Hall et al., 2004; Reidy et al., 2006). Die Fibronektin-Domänen ermöglichen zusätzlich 
eine Interaktion mit dem Integrin α9β1-Integrin (Silletti et al., 2000). Neben der Integrinbindung vermitteln 
die FN-Domänen außerdem eine Wechselwirkung mit dem Fibroblasten Wachstumsfaktorrezeptor FGFR. 
In diesem Zusammenhang belegten Kulahin und Kollegen eine direkte Interaktion des FGFR-Moleküls mit 
der FN-III-Domöne von L1CAM (Kulahin et al., 2008; Kulahin et al., 2009). Die Aktivierung des FGFR 
wurde dabei bereits zuvor als zentraler Mechanismus bei dem L1CAM vermittelten Neuritenwachstum 
beschrieben (Doherty and Walsh, 1996). In Ovarial Karzinomzelllinien wurde außerdem gezeigt, dass der 
mit Hilfe von L1CAM FGFR stimulierte Signalweg eine verminderte Apoptose, eine erhöhte Migration 
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und Invasion induziert (Zecchini et al., 2008). Die Effekte der FGFR-Aktivierung waren teilweise ERK1/2 
vermittelt. Für den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor EGFR wurde eine cis- und trans-Interaktion mit 
L1CAM beschrieben. Die Stimulation des EGFRs führt zu einer Aktivierung der Rezeptor-Tyrosinkinasen 
(RTK) und ist abhängig von der homophilen L1CAM-Interaktion auf  der Zelloberfl äche (Islam et al., 2004). 
In Ovarialkarzinomzelllinien wurde ein Einfl uss der Wachstumsfaktoren HGF und EGF auf  die L1CAM 
vermittelte Invasion und Migration nachgewiesen (Novak-Hofer et al., 2008). Eine Interaktion und bin-
dungsabhängige Funktion konnte zusätzlich für die proteolytisch gespaltene L1CAM Ektodomäne gezeigt 
werden. Das lösliche Fragment induziert eine integrinabhängige Migration bei Tumorzellen (Montgomery 
et al., 1996; Mechtersheimer et al., 2001). Es wurde außerdem in der Aszitesfl üssigkeit von Ovarialkarzinom-
patienten nachgewiesen (Fogel et al., 2003a; Gutwein et al., 2005; Bondong et al., 2012). Eine erhöhte Kon-
zentration des löslichen L1CAM korreliert mit einer schlechte Prognose und einer Zunahme der Chemo-
resistenz (Bondong et al., 2012). Ein Nachweis des löslichen L1CAM war auch in den Mediumüberständen 
von Melanom-, Kolonkarzinom- und Ovarialkarzinomzelllinien möglich. Die gespaltene ektodermale Do-
mäne wird dabei in die extrazelluläre Matrix freigesetzt und kann als ein Aktivator für die αvβ3-vermittelte 
Migration bei Tumorzellen und aktivierten T-Lymphozyten dienen (Ebeling et al., 1996; Montgomery et al., 
1996; Duczmal et al., 1997).
2.4 Intrazelluläre Interaktionen von L1CAM
Die Funktion von L1CAM als Zelladhäsionsmolekül wird auch durch die cytoplasmatische Domäne 
vermittelt (Herron et al., 2009). Ein zentrales Motiv für die Funktion dieser Domäne ist die Aminosäure-
sequenz RSLE im C-terminalen Bereich des Moleküls, welche durch das Exon 27 kodiert wird (s. Abb A1)
(Kamiguchi and Lemmon, 1998). Neben dem Exon 2 wird von nicht neuronalen Zellen auch das Exon 
27 alternativ gespleißt. Der cytoplasmatische Teil ist verantwortlich für die Interaktion von L1CAM mit 
Bestandteilen des submembranösen Zytoskeletts, mit Endozytose vermittelnden Molekülen und verschie-
denen Kinasen. Die Wechselwirkungen mit dem Zytoskelett erfolgt unter anderem durch die Bindung von 
Mitgliedern der Ankyrin-Familie (Davis and Bennett, 1994). Im Detail erfolgt die Interaktion über eine 
hoch konservierte 25 bp große Aminosäuresequenz, und umfasst das Sequenzmotiv 1224SFIGQY
1229 mit 
der Phosphorylierungsstelle Y1229. Eine Phosporylierung des Tyrosinrestes inhibiert eine Ankyrin Bindung 
an den cytoplasmatischen Teil von L1CAM (Garver et al., 1997; Gil et al., 2003) und reguliert das Axonen-
wachstum von kultivierten Neuronen (Gil et al., 2003). Die Phosporylierung des Tyrosinrestes ist wichtig für 
die Entwicklung und das Wachstum des zentralen Nervensystems (Garver et al., 1997; Jenkins and Bennett, 
2001). 
Eine zusätzliche Möglichkeit einer Interaktion mit dem Zytoskelett besteht auch durch die Bindung von 
Ezrin/Radixin/Moesin-Domänen-Proteinen (ERM). ERMs binden an eine juxtamembrane Region von 
L1CAM, welche das RSLE-Motiv umfasst (Nagaraj and Hortsch, 2006; Whittard et al., 2006). Eine zusätzli-
che Möglichkeit einer Interaktion mit dem Zytoskelett besteht auch durch die Bindung von Ezrin/Radixin/
Moesin-Domänen-Proteinen (ERM). ERMs binden an eine juxtamembrane Region von L1CAM, welche 
das RSLE-Motiv umfasst (Cheng et al., 2005a) und die Lokalisation von L1CAM in den Wachstumskegeln 
der Axone reguliert. Das RSLE-Motiv reguliert auch die Clathrin vermittelte Endozytose von L1CAM. 
Innerhalb dieser Region bindet das Adapter Protein 2 (AP2) an die Erkennungssequenz YRSLE. Die In-
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teraktion von AP2 mit L1CAM wird über die Phosphorylierung des Tyrosinrestes innerhalb des Motivs 
reguliert. Als Kinase wurde die Nicht-Rezeptor Tyrosin Kinase p 60src identifi ziert (Kamiguchi et al., 1998; 
Cheng et al., 2005b).
Eine Interaktion von L1CAM mit unterschiedlichen Kinasen ist essentiell für die Funktion von L1CAM. 
Es ist bekannt, dass die erhöhte Expression von L1CAM in einer erhöhten ERK-Aktivität resultiert und die 
Transkription von ERK-regulierten Genen induziert. Die ERK-Stimulation führt zu einer Erhöhten Mig-
ration und Invasion vermittelt, durch die Hochregulation von Zelladhäsionsmolekülen wie αvβ3-Integrin 
(Silletti et al., 2000). L1CAM wird durch ERK2 an zwei Serinresten des cytoplasmatischen Teils phospho-
ryliert, Ser1204 und dem Ser1248. Die Phosphorylierung der zwei Reste ist mit der Endozytose von L1CAM 
verbunden (Schäfer et al., 1999). Eine Mutation von zwei Phosphorylierungsstellen (T1247A und S1248A) 
im L1CAM-Molekül inhibiert die ERK2 vermittelte Phosphorylierung und führt zu einer verminderten 
Migration und Invasion im Vergleich zur nichtmutierten L1CAM Form (Gast et al., 2008). Arbeiten von 
Schmid und Cheng belegen, dass die ERK-Aktivierung durch L1CAM auch in eine Interaktion mit der Src-
Kinase, bzw. den Ran bindenden Protein (RanBPM) involviert ist. (Schmid et al., 2000; Cheng et al., 2005b). 
Die Aktivierung der Src-Kinase reguliert die Dynamin vermittelt Endozytose von L1CAM und ist ein essen-
tieller Schritt bei dem L1CAM/ERK-abhängigen Neuritenwachstum (Schmid et al., 2000). RanBPM wird 
als ein potentielles Adaptermolekül zwischen L1CAM und dem ERK-Signalweg beschrieben. 
Unabhängig von einer Kinaseaktivität wurde ein zusätzlicher Mechanismus der intrazellulären Regulation 
durch L1CAM offenbart. Der Signalweg beruht auf  der Freisetzung der cytoplasmatischen Domäne durch 
die regulierte intramembran Proteolyse. Das entstehende Fragment im Zytoplasma ist 32 kDa groß und 
wird als L1-ICD (intra cellular domain) bezeichnet (Maretzky et al., 2005; Riedle et al., 2009). Es konnte eine 
Translokation des Fragments in den Nukleus nachgewiesen werden, wo die L1-ICD voraussichtlich zu ei-
ner L1CAM abhängigen Genregulation führt. In Glioblastomzellen induzierte die L1CAM-ICD eine NBS1 
vermittelte Aktivierung des DNA-Reparatur-Mechanismus und einer verminderten Radioresistenz (Cheng 
et al., 2011). Eine weitere Arbeit berichtet von der nukleären Translokation eines 70 kDa Transmembran-
fragments. Die Autoren vermuten einen weiteren Mechanismus bei den L1CAM induzierten Funktionen 
in der Entwicklung, Regeneration, Neurodegeneration und Tumorprogression im zentralen Nervesystem 
(Lutz et al., 2012).
2.5 L1CAM-Expression und –Funktion in humanen Tumoren
Zahlreiche Arbeiten berichten von einer erhöhten oder stark veränderten L1CAM-Expression in huma-
nen Tumoren. L1CAM wurde demnach bei Zellen von Melanomen, Neuroblastomen, Kleinzelllungenkarzi-
nomen (SCLC small cell lung carcinoma), Nicht-Kleinzellkarzinomen (NSCLC), Brustkarzinomen, Endometri-
alkarzinomen, Ovarialkarzinomen, Pankreaskarzinomen, Nierenkarzinomen, Gliom und Colonkarzinomen 
detektiert (Tsuzuki et al., 1998; Miyahara et al., 2001; Thies et al., 2002; Fogel et al., 2003b; Fogel et al., 2004; 
Allory et al., 2005; Gavert et al., 2005; Boo et al., 2007; Sebens Muerkoster et al., 2007; Wachowiak et al., 
2007; Schroder et al., 2009; Bergmann et al., 2010; Tischler et al., 2011; Tsutsumi et al., 2011). Bei einigen 
Tumoren korreliert die L1CAM-Expression mit einer schlechten Prognose. Neben der veränderten Ex-
pression wurde der Einfl uss auf  die Tumorprogression für das Melanom, Brustkarzinom, Kolonkarzinom, 
Endometrialkarzinom, Ovarialkarzinom und das Pankreaskarzinom gezeigt (Thies et al., 2002; Fogel et al., 
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2003a; Boo et al., 2007; Kaifi  et al., 2007; Schroder et al., 2009; Ben et al., 2010; Huszar et al., 2010). In 
Neuroblastomen ist die L1CAM-Expression auch mit einer aggressiven Tumorprogression assoziiert, führt 
jedoch zu einem inversen Verhalten bei Neuroblastomen von Kindern (Wachowiak et al., 2007).
Aus dem Zusammenhang der auftretenden L1CAM-Expression während der Tumorentwicklung wurde 
auch die Funktion von L1CAM in humanen Tumoren untersucht. In vivo- und in vitro- Experimente belegen 
den Einfl uss von L1CAM in den unterschiedlichen Phasen der Tumorprogression und die dafür verant-
wortlichen zellulären Mechanismen. Die L1CAM-Expression hat dabei entscheidende Auswirkungen bei 
der Verbreitung der Tumorzellen und den Prozessen der Migration und Adhäsion. Es wurde belegt, dass 
eine Überexpression von L1CAM eine erhöhte Migration induziert (Gast et al., 2005). Diese funktionellen 
Eigenschaften konnten unter Verwendung eines spezifi schen Antikörpers gegen L1CAM oder einer Herun-
terregulation der L1CAM-Expression mit spezifi scher siRNA blockiert werden (Mechtersheimer et al., 2001; 
Doberstein et al., 2011; Jung et al., 2011; Hai et al., 2012; Schafer et al., 2012a). Ähnliche Effekte wurden 
ebenfalls für die Adhäsion der behandelten Zellen beobachtet (Zecchini et al., 2008; Jung et al., 2011). Ein 
weiterer Beitrag zur Tumorprogression ist die Zellmigration durch endotheliale Zellschichten und die Inva-
sion der einzelnen Zellen. Beide Prozesse sind Grundvoraussetzung für die Metastasenbildung und werden 
durch L1CAM-Expression unterstützt (Meier et al., 2006; Zecchini et al., 2008; Issa et al., 2009; Yang et al., 
2009; Jung et al., 2011; Hai et al., 2012). Die Resultate der in vitro Invasionsexperimente werden durch die 
Tatsache gestützt, dass L1CAM verstärkt bei Zellen innerhalb der invasiven Front unterschiedlicher Tumore 
detektiert wurde (Fogel et al., 2004; Gavert et al., 2005; Zecchini et al., 2008; Min et al., 2010). Als Folge der 
gesteigerten Zellmotilität, konnte in einigen Mausmodellen auch ein erhöhtes Metastasierungspotential von 
L1CAM exprimierenden Zellen gegenüber Zellen ohne L1CAM festgestellt werden (Gavert et al., 2010; 
Hung et al., 2010; Hai et al., 2012; Schafer et al., 2012b). 
Zusätzlich zeigte das Tumorwachstum in Xenograft-Modellen einen besseren Verlauf  bei L1CAM negati-
ven Tumoren (Min et al., 2010; Jung et al., 2011). Neben seinen migrationsfördernden Eigenschaften besitzt 
L1CAM nach neueren Studien auch die Fähigkeit, die Apoptoseinduktion in Folge von Nährstoffmangel 
oder Chemotherapeutikumbehandlung zu vermindern (Gavert et al., 2005; Stoeck et al., 2007; Doberstein et 
al., 2011). Die Experimente zeigten eine durch Chemotherapeutika induzierte L1CAM-Expression und eine 
daraus folgende Hochregulation des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 oder eine gesteigerte Expression von 
Interleukin-1β sowie eine erhöhte Synthese von Stickstoffmonoxid (Sebens Muerkoster et al., 2007; Stoeck 
et al., 2007). In Glioblastomzellen ist die L1CAM-Expression und die damit verbundene Inhibition der 
Apoptose abhängig vom LGR5-Expressionslevel. In der Pankreaskarzinomzelllinie PT45 ist die L1CAM 
vermittelte Chemoresistenz nur bei α5-Integrin-Interaktion nachweisbar (Sebens Muerkoster et al., 2009).
Auf  Grund des Einfl usses von L1CAM auf  die zellulären Funktionen wie Migration, Adhäsion, Invasion 
und Chemoresistenz und deren Auswirkungen auf  die Tumorprogression, stellt L1CAM ein zentrales Ziel 
bei Behandlungsstrategien dar. Zahlreiche Antikörperbehandlungen mit L1CAM-Antikörpern in xenograft 
Mausmodelle belegen eine Blockierung der L1CAM-vermittelten Funktionen und ein Verbesserung der Tu-
morprogression (Mechtersheimer et al., 2001; Primiano et al., 2003; Arlt et al., 2006; Meier et al., 2006; Gast 
et al., 2008; Novak-Hofer et al., 2008; Wolterink et al., 2010; Schafer et al., 2012a). In einem Modell konnte 
eine L1CAM abhängige Expression von Genen gezeigt werden, welche durch die extrazellulär signalgesteu-
erte Kinase (ERK-Gene) reguliert werden. Außerdem wurde eine Beteiligung von αvβ3-Inegrin bei L1CAM 
vermittelter Migration beschrieben. Die Ergebnisse weisen darauf  hin, dass eine Inhibition der L1CAM-
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Funktionen eine denkbare Möglichkeit bei der Therapie von L1CAM positiven Tumoren darstellt. Außer 
bei Zellen von primären Tumoren oder Metastasen, konnte L1CAM bei weiteren Untersuchungen auch 
auf  der Oberfl äche von Glioblastomstammzellen (cancer stemm cells, csc) detektiert werden (Bao et al., 2008). 
3.  Die Regulation des L1CAM-Gens
3.1  Struktur des L1CAM Genlokus
Das humane und murine L1CAM-Gen ist innerhalb einer konservierten Region des Xq28-Chromosoms 
lokalisiert (Djabali et al., 1990). Es umfasst ca. 26 kbp und besteht aus 29 Exons. 28 der 29 Exons sind codie-
rende Exons (Kallunki et al., 1997). Der offene Leseramen besteht aus 3825 bp und kodiert für 1257 Ami-
nosäuren (Kallunki et al., 1997) (GenBank Z29373; M77640). Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden 16 alter-
native Transkripte nachgewiesen, von denen sieben für kein Protein codieren. Die bekanntesten alternativen 
Spleißvarianten umfassen das Exon zwei und Exon 27. Beide Exons wurden in der neuronalen vollen Länge 
Isoform detektiert und fehlen in der Tumor-Isoform. Das Exon 2 kodiert für ein sechs Aminosäure großes 
Motiv innerhalb der Ig-Domäne 1 und ist essentiell für die Ligandenbindung und das Neuritenwachstum 
(De Angelis et al., 2001; Jacob et al., 2002). Exon 27 kodiert für das RSLE-Motiv und ist notwendig für die 
Clathrin-vermittelte Endocytose von L1CAM (Kamiguchi et al., 1998). In einer neueren Arbeit konnte ge-
zeigt werden, dass es auch in Tumoren zu einer Expression der neuronalen Form kommt. Hierbei belegten 
Hauser et al., dass nur die Expression der neuronalen Isoform eine erhöhte Gelatinase-Expression in der 
Ovarialkarzinomzellinie SKOV3ip induziert und die Metastasenbildung fördert (Hauser et al., 2011).
Erste Erkenntnisse über die Regulation von L1CAM und die Organisation des Genlokus erhielt man 
durch die Experimente in der Neurobiologie. Kohl und Kollegen identifi zierten bei einer Analyse des 5‘-En-
des auf  Promoteraktivität ein Transkriptionsstart-Motiv proximal zum Exon 1. Innerhalb des Exon 1 ist 
auch das ATG Startcodon lokalisiert. Die Region um das Startcodon zeigte nur in der neuronalen Zelllinie 
N2A eine erhöhte transkriptionelle Aktivität. In der Zelllinie CHO, aus den Ovarien eines Hamsters, konnte 
dagegen keine Aktivität festgestellt werden. Basierend auf  diesen Daten vermutete man eine neuronal spe-
zifi sche Aktivität des Promoters. Bereits zu diesem Zeitpunkt vermuteten die Autoren ein weiteres Regula-
tives Element ≥5 kbp vor dem Transkriptionsstart (Kohl et al., 1992). Nachfolgende Arbeiten konnten die 
Existenz des zweiten regulativen Elements nachweisen. Der zweite Promoter ist mehr als 10 kbp vor dem 
ATG Startcodon lokalisiert, proximal zum nicht translatierenden Exon 0 (Kallunki et al., 1997). Innerhalb 
des zweiten Promoters wurde außerdem ein weiterer Transkriptionsstart identifi ziert (Pfeifer et al., 2010). 
Die größte Homologie des L1CAM Genlokus wurde zwischen dem humanen und dem murinen L1CAM 
festgestellt. In beiden Spezies konnte das distale nicht-translatierende Exon 0 nachgewiesen werden (Djabali 
et al., 1990; Kallunki et al., 1997). Untersuchungen bei weiteren Spezies konnten keine Sequenzhomologien 
in diesem Bereich feststellen. Bei späteren Analysen wurden außerdem CpG-Inseln innerhalb der Promo-
terregionen identifi ziert (Kato et al., 2009).
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3.2 Transkriptionelle Regulation von L1CAM
Die meisten Untersuchungen über L1CAM legten den Fokus auf  die Funktion von L1CAM. Insbeson-
dere wurden die Auswirkungen der L1CAM-Expression bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems 
und der Tumorprogression untersucht. Einige Arbeiten befassten sich ebenfalls mit der transkriptionellen 
Regulation von L1CAM. Dabei offenbarte sich ein komplexes Wechselspiel zwischen unterschiedlichen 
Cytokin aktivierten Signalwegen. Trotz dieser Erkenntnisse ist bis zum heutigen Zeitpunkt wenig über die 
Regulation bekannt. Gerade die L1CAM-Expression während der Tumorprogression ist noch nicht ausrei-
chend untersucht und die häufi gsten Ergebnisse zur L1CAM-Regulation erhielt man durch Experimente in 
der Neurobiologie. 
Wie bereits erwähnt, führen einzelne Cytokine zu einer erhöhten Expression von L1CAM. Einer der 
ersten identifi zierten Wachstumsfaktoren war der Nerven-Wachstumsfaktor NGF. Richter-Landsberg und 
Kollegen bewiesen eine Hochregulation von L1CAM nach der Zugabe von NGF bei PC12-Zellen (Lee et 
al., 1981; Bock et al., 1985; Seilheimer and Schachner, 1987). Es konnte gezeigt werden, dass die Induktion 
durch NGF in PC12-Zellen abhängig von der Zelldichte ist (Itoh et al., 1995). Eine Stimulation der L1CAM-
Expression durch NGF wurde auch bei weiteren Zelltypen beobachtet. So wurde bei Schwann-Zellen eine 
Induktion der L1CAM-Expression durch einen autokrinen Mechanismus festgestellt. Außerdem war der 
erste Nachweis für eine Regulation von L1CAM durch NGF auch bei nicht neuronalen Zellen erbracht 
wurden. Das Experiment gab gleichfalls Aufschluss über die physiologische Rolle der L1CAM-Expression 
auf  der Oberfl äche von Schwanzellen und dem Neuritenwachstum (Seilheimer and Schachner, 1987). Den 
physiologischen Einfl uss von NGF und L1CAM bestätigten Arbeiten von Weidner und Kollegen (NGF-
Signalweg s. Abb. A2)(Weidner et al., 1999). Auf  der Oberfl äche von reifen Astrozyten wurden erhöhte 
L1CAM-Level nach NGF-Behandlung detektiert (Saad et al., 1991). Moleküle der TGF-Superfamilie konn-
ten als weitere Stimulatoren der L1CAM-Expression identifi ziert werden. Sowohl bei neuronalen als auch 
bei nicht neuronalen Zellen beobachtete man eine Hochregulation von L1CAM. 
In Neuroblastoma-Glioma Hybridzellen NG108-15 induzierten Knochenmorphogenetische Proteine 
(bone morphogenetic proteins BMP) die Expression von NCAM und L1CAM. Es wurde demonstriert, 
dass NCAM durch die Mitglieder einer Subfamilie, BMP2 und BMP4 stärker reguliert wird als durch die 
BMP einer weiteren Subfamilie, BMP5, BMP6, BMP7 (OP-1). Alle Moleküle gehören zur ersten Gruppe 
von BMPs und offenbarten bei L1CAM einen gleich starken Effekt auf  die Regulation (Perides et al., 
1994). Die Bindestelle für Pax6, einen durch BMPs stimulierten Transkriptionsfaktor, konnte proximal zum 
Startcodon nachgewiesen werden. Die Sequenz offenbarte eine Homeodomänen- und Paireddomänen-Bin-
destelle (HPD). Ein Luziferase-L1CAM-Promoter-Plasmid wies nach Pax6 Überexpression oder BMP2/
BMP4-Stimulation eine deutlich erhöhte Aktivität auf  (BMP-Signalweg s. Abb. A2)(Meech et al., 1999). 
Aus der TGF-Superfamilie ist TGF-β1 neben den BMPs ebenfalls in der Lage die L1CAM-Expression 
zu induzieren. Die L1CAM-Hochregulation durch TGF-β1 wurde unabhängig in mehreren Tumorentitäten 
bestätigt. In der duktal epithelialen Pankreas Zelllinie H6c7 resultiert die Co-Kultivierung mit TGF- β1 
sekretierenden pankreatischen Myofi broblasten in einen Anstieg der L1CAM-Expression (Geismann et 
al., 2009). Die TGF-β1 abhängige L1CAM-Expression erforderte die Aktivierung der c-Jun N-terminale 
Kinase (JNK) und war nicht Smad-Protein vermittelt. Die Aktivierung der c-Jun Kinase vermittelte eine 
erhöhte Expression von Slug, einen EMT-induzierenden Transkriptionsfaktor. Die Ergebnisse der c-Jun 
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Kinase regulierten L1CAM-Expression wurden in einer weiteren Arbeit mit der epithelialen Kolonzelllinie 
NCM460 bestätigt. (Schafer et al., 2012c). Geismann und Kollegen konnten zusätzlich die Bindung von 
Slug an E-Box-Bindemotive innerhalb des L1CAM-Promoters nachweisen (Geismann et al., 2011). Eine 
Slug vermittelte L1CAM Expression nach TGF-β1-Behandlung wurde auch in Endometriumkarzinom-
Zelllinien beobachtet (Pfeifer et al., 2010). Bei der Behandlung der Brustkarzinom-Zelllinie MDA-MB321 
und der Pankreaskarzinom-Zelllinie BxPC3 mit TGF-β1, wurde eine EMT-assoziierte L1CAM Regulation 
festgestellt (TGF-Signalweg s. Abb. A2). Die Hochregulation von L1CAM führte zu einem Anstieg der Il-
1β- und NF-κb-Expression (Kiefel et al., 2012). 
Nach bioinformatischen Expressionsanalysen von humanen multiformen Glioblastomgewebe und nor-
malen Gewebe aus dem Gehirn wurde eine veränderte Expression von SOX4 (sex determining region Y-
box 4) und TGFBI (transforming growth factor β induced transcript) entdeckt (Lin et al., 2010). TGFBI 
und SOX4 gehören zu den kanonischen TGF-β-Signalmolekülen. Beide Moleküle sind in unterschiedliche 
SMAD-unabhängige TGF-β-Signalwege involviert und werden durch TGF-β reguliert. Die Analyse durch 
MPSS (massive parallel signature sequencing) offenbarte außerdem eine erhöhte Expression von L1CAM 
in Glioblastomen (Lin et al., 2010). Eine TGF-β abhängige L1CAM-Regulation in Glioblastomen ist dem-
nach ebenfalls möglich. Mit dem Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) entdeckte man 2004 ein weiteres 
Zytokin, das zu einem Anstieg der L1CAM-Expression und L1CAM-Proteolyse führt. Die Durchführung 
der Experimente fand mit unterschiedlichen Nierenkarzinom-Zelllinien statt (HGF-Signalweg s. Abb. A2)
(Heiz et al., 2004).
Der Wnt/β-catenin/TCF-Lef  Signalweg wurde 2005 als zusätzlicher Regulator der L1CAM-Expressi-
on in Betracht gezogen. In zwei Kolonkarzinom-Zelllinien, SW480 und HCT116, wurde ein Luziferase-
L1CAM-Promoter-Plasmid transfi ziert und anschließend eine erhöhte Aktivität nach β-catenin Überex-
pression detektiert. An der invasiven Front von Kolonkarzinomen wurde außerdem vermehrt L1CAM 
zusammen mit nukleären β-catenin lokalisiert. Innerhalb der invasiven Front diskutierten die Autoren eine 
Regulation von Slug durch β-catenin und eine Initiation des EMT-Prozesses (Gavert et al., 2005) zusammen 
mit der L1CAM-Expression (Wnt/β-catenin-Signalweg s. Abb. A2). Die Kernlokalisation von β-catenin 
wird als Ereignis zu Induktion der EMT beschrieben (Conacci-Sorrell et al., 2003). Einige Arbeiten weisen 
zudem auf  eine Interaktion zwischen Wnt/β-catenin und Slug hin. In den humanen duktalen Pankreaszel-
len H6c7 konnte kein Einfl uss von β-catenin auf  die L1CAM-Expression nachgewiesen werden (Geismann 
et al., 2009). Allerdings belegten neueste Arbeiten eine Wnt/β-catenin-Slug-Interaktion. Daher gelten die 
Wechselwirkungen zwischen Slug und β-catenin als potentieller L1CAM-Regulationsmechanismus. In Nie-
renkarzinom-Zelllinien beobachteten Doberstein und Kollegen eine Regulation des L1CAM-Gens durch 
Pax8 (Doberstein et al., 2011). Eine Runterregulierung von Pax8 durch spezifi sche siRNA resultierte in einer 
erhöhten L1CAM-Expression. Bei der Analyse der Tumorproben zeigten 50 % einen Verlust der Pax8-
Expression und eine Induktion von L1CAM. Außerdem offenbarten weitere Experimente eine Regulation 
von Pax8 durch das Von Hippel-Lindau-Protein (VHL). Ein verändertes VHL-Level führte demnach auch 
zu einer geänderten L1CAM-Expression (Doberstein et al., 2011).
Schneegans und Kollegen entdeckten 2009 eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors Nuclear Factor-I-
A (NFI-A) an der Repression von L1CAM. NFI-A gehört zu der Nuclear Factor I Familie und kontrolliert 
die Expression von L1CAM in der Neuroblastom-Zelllinie N2A. Die Aktivität von NFI-A wird durch 
Phosphorylierung moduliert (Bisgrove et al., 2000). Wird der Transkriptionsfaktor phosphoryliert, kommt 
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es zu einer Inaktivierung von NFI-A und zu einem Anstieg der L1CAM-Expression. 
Neben L1CAM reguliert NFI-A die Expression von weiteren neuronalen Genen (Schneegans et al., 
2009). Die Bindestelle des Transkriptionsfaktors ist ca. 1000 bp vor dem Startcodon im L1CAM-Promoter 
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Abbildung A 2   Signalwege, welche zur transkriptionellen Regulation von L1CAM beitragen. 
1) Die Aktivierung des Wnt/β-catenin/TCF-Lef Signalweges führt zu der Bildung eines β-catenin/
TCF-Lef Komplexes, welcher anschließend in den Nukleus transportiert wird. 2) Die Stimulation 
durch den nerve growth factor (NGF) resultiert in einer heterodimeren Bindung von c-jun und c-
fos bzw. der AP-1-Komplexbildung. 3) Der TGF-β-Signalweg führt über MKK3/4 und JNK/p38 
zu einer Aktivierung der transkriptionellen Regulation, wodurch auch das Slug-Gen aktiviert wird. 
Ein Anstieg von Slug hat wiederum einen direkten Einfl uss auf die L1CAM-Expression. 4) Die bone 
morphogenic proteins (BMPs) induzieren ebenfalls die Aktivierung des L1CAM-Gens. Der Signalweg 
gleicht teilweise dem von TGF-β1. 5) Die Signalinduktion des Hepatocyte growth factor wird durch 
den c-Met-Rezeptor vermittelt. In der Folge kommt es zur Aktivierung von zahlreichen Kinasen, u.a. 
von FAK, AKT und c-Src.
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lokalisiert. Ein weiterer Repressor von L1CAM wurde ebenfalls in neuronalen Zellen entdeckt. Der Tran-
skriptionsfaktor repressor element 1 silencing transcription factor/neuron restrictive silencer factor (REST/NRSF) bindet 
an eine Bindestelle zwischen dem Exon 1 und Exon 2 des L1CAM-Gens (Kallunki et al., 1997). 
Der Transkriptionsfaktor ist verantwortlich für die Eingrenzung der Expression von L1CAM auf  das 
zentrale Nervensystem (Kallunki et al., 1998). Die Bindung von REST innerhalb des L1CAM-Promoters 
wurde später durch eine globale in silico Analyse und eine anschließende Validierung durch ChIP-Analyse 
bestätigt (Bruce et al., 2004). Eine weitere Arbeit untersuchte die Regulation von REST durch DNA-Me-
thylierung des REST-Promoters und beschrieb einen Zusammenhang zwischen der Promotermethylierung 
von REST, der REST-Expression und L1CAM-Repression. Die Autoren zeigten bei SCLC Zelllinien einer 
Korrelation zwischen der REST-Promotermethylierung und L1CAM-Expression (Kreisler et al., 2010). 
Die Gruppe um Lepagnol-Bestel belegte in einem neuronalen Down-Syndrom-Model die Beteiligung des 
Co-Faktors DYRK1 bei der Regulation von L1CAM. Das Molekül interagiert mit REST über den Protein-
komplex SWI/SNF. In dem Model induzierte eine DYRK1-Überexpression eine Repression von L1CAM 
in Abhängigkeit von REST (Lepagnol-Bestel et al., 2009). Außer der Regulation von L1CAM ist REST 
ebenfalls in der Lage das alternative Splicing von L1CAM indirekt zu beeinfl ussen. Nova2, ein Neuronen 
spezifi scher Splicingfaktor wird durch REST reguliert und blockiert das alternative Splicing von L1CAM 
in den Neuronen. In Abwesenheit von REST in den Neuronen, kommt es daher zu einer Expression der 
vollen Länge von L1CAM (Mikulak et al., 2012). 
In neuronalen Zellen kann die L1-Expression außerdem durch erhöhte K+-Konzentrationen und den 
Glutamat Agonisten N-Methyl-d-Aspartat (NMDA) ansteigen (Scherer et al., 1992).
Neben neuronalen Zellen und Tumorzellen wird L1CAM auch von CD4+ peripheren Blutlymphozyten, 
Monozyten und B-Lymphozyten exprimiert (Ebeling et al., 1996). Auf  nicht aktivierten Monozyten nimmt 
die L1CAM-Expression durch eine Aktivierung zu und kann durch Interferon γ (IFN-γ) induziert werden 
(Pancook et al., 1997). In derselben Arbeit wurde bei dentritischen Zellen die L1CAM Oberfl ächenexpressi-
on durch die Behandlung mit Lipoplysacchariden, phaseolus vulgaris agglutinin (PHA) und den Tumorneg-
rosefaktor α (TNF-α) stimuliert. Bei unbehandelten dentritischen Zellen detektierten Pancook und Kollegen 
dagegen kein L1CAM.
4.  Expression von L1CAM in der epithelialen mesenchymalen Transition 
(EMT)
4.1 Der EMT-Prozess
Die epitheliale mesenchymale Transition (EMT) beschreibt den morphologischen und molekularen Pro-
zess einer Zelle beim Übergang vom epithelialen zum mesenchymalen Phänotyp. Ein Hauptmerkmal ist 
hierbei der Verlust der Zellpolarität. Epitheliale Zellen sind durch eine klare Polarität entlang der apikoba-
salen-Achse gekennzeichnet, perpendikular zum entsprechenden Epithel. Die einzelnen Zellen sind in der 
apikalen Region durch Zell-Zell-Verbindungen und Adhäsionsverbindungen miteinander verknüpft. Diese 
Verbindungen sind essentiell für die mechanische Funktionalität des Epithels und sichern die Semiperme-
abilität. Dadurch ist das Epithel in der Lage benachbarte Gewebe und Organe voneinander zu separieren 
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und deren Homöostase zu gewährleisten (Bilder, 2004; Baum et al., 2008). Auf  zellulärer Ebene unterteilen 
die Verbindungen die Membranbereiche in eine apikale- und eine basolaterale Domäne. In der basolateralen 
Domäne sind die epithelialen Zellen durch Desmosomen und Zellkanäle charakterisiert. Die Expression 
der Moleküle die zu den unterschiedlichen Zell-Zell-Verbindungen beitragen, kennzeichnet ebenfalls den 
molekularen Charakter einer epithelialen Zelle. Die Expression dieser Moleküle verhindert eine Motilität 
einzelner epithelialen Zellen und deren Migration aus dem Epithel. Nach der EMT entwickelt eine Zelle 
hingegen nur transiente Kontakte zu benachbarten Zellen und es erfolgt die Migration aus dem Epithel in 
das benachbarte Gewebe (Hay, 2005; Thiery and Sleeman, 2006).
Molekular ist die EMT vor allem durch den Verlust von Proteinen gekennzeichnet, die essentiell für den 
Zell-Zell-Kontakt sind oder der Organisation des Zytoskeletts einer epithelialen Zelle sind. Charakteristi-
sche Marker sind E-cadherin, Laminin-1, Desmoplakin, Cytokeratin α1 (IV) Kollagen und ZO-1. Während 
es im Verlauf  des Prozesses zu einer verminderten Expression der genannten epithelialen Marker kommt, 
steigt dagegen die Expression der mesenchymalen Proteine. Zu diesem zählen U.a. N-cadherin, Vimentin, 
Fibronectin und β-catenin verwendet (Kalluri and Weinberg, 2009). Eine veränderte Expression der phä-
notypischen Marker erhöht das Migrations- und Invasionspotential einer Zelle, und schützt zudem vor 
Apoptose.
Eine zentrale Rolle während der EMT spielt die Regulation von E-cadherin. Während des Prozesses 
korreliert die Expression von E-cadherin invers mit der Expression diverser Transkriptionsfaktoren. Zu den 
bekanntesten Regulatoren gehören SNAIL (Snail1), Slug (Snail2), Twist, Ef1/ZEB1, SIP1/ZEB2 und E47 
(Peinado et al., 2007). Die Expression der Regulatoren wird vor Beginn der EMT induziert und führt durch 
eine Repression von der E-cadherin zu einer erhöhten Migration der Zelle (Onder et al., 2008).
Der Vorgang der E-cadherin-Repression durch die genannten Transkriptionsfaktoren und die folgende 
Induktion der EMT ist während der Entwicklung des Organismus von zentraler Bedeutung. Durch die 
EMT kommt es zur Neustrukturierung der Gewebeanlagen bei der Embryonalentwicklung. Der früheste 
Prozess, bei der EMT eine Rolle spielt, ist die Bildung mesenchymaler Zellen und des Mesoderms (Viebahn, 
1995) während der Gastrulation. Die Formation der Plazenta, der Somiten, der Herzklappen (Person et al., 
2005), der Neuralleiste (Duband et al., 1995) und des Urogenitaltrakts sind gleichfalls EMT-abhängig. Ei-
nige zentrale Prozesse, wie die Neuralleistenbildung oder die Formation des Mesoderms, werden durch die 
Transkriptionsfaktoren SNAIL und Slug induziert. Beide Transkriptionsfaktoren sind daher von zentraler 
Bedeutung bei der embryonalen Entwicklung. Die Expression der Transkriptinsfaktoren wird bei der Reor-
ganisation einzelner Gewebe wiederum durch das Mikromilieu der umgebenden Zellen bestimmt. So kön-
nen Fibroblasten Wachstumsfaktoren produzieren, eine erhöhte Expression von E-cadherin regulierenden 
Transkriptionsfaktoren induzieren und den EMT-Prozess einleiten. Bekannte EMT induzierende Cytokine 
sind der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) (Boyer et al., 1996), der Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF) 
(Boyer et al., 1996), der Hepatozyten Wachstumsfaktor (HGF) (Rosario and Birchmeier, 2003), die Familie 
der transformierenden Wachstumsfaktoren (TGF-β) (Boyer et al., 1999), die knochenmorphogenetischen 
Proteine (BMPs) (Correia et al., 2007) und die Mitglieder der Wnt-Familie (Wu et al., 2005).
Eine besondere Bedeutung bei der Induktion der EMT haben die Zytokine der TGF-β Superfamilie. 
Sie sind verantwortlich für die Bildung des Mesoderms (Kimelman, 2006), der Neuralleiste (Raible, 2006; 
Correia et al., 2007) und der Herzklappe (Boyer et al., 1996). Der Einfl uss von TGF-β1 auf  die Entwicklung 
wurde außerdem in Mausexperimenten untersucht. Die Knock-out Mäuse besaßen Störungen in der Herz-
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entwicklung (Mercado-Pimentel and Runyan, 2007). TGF-β1 ist zusätzlich ein Induktionssignal von SNAIL 
und Slug und reguliert die Expression dieser zwei zentralen Transkriptionsfaktoren im EMT Prozess (Ro-
mano and Runyan, 2000; Spagnoli et al., 2000; Peinado et al., 2003).
4.2 Die Rolle der EMT bei der Tumorgenese und der Metastasenbildung
Wachstumsfaktoren aus dem Mikromilieu sind auch bei der Tumorinvasion und der Metastasenbildung 
von Bedeutung und führen bei Tumorzellen zu einem EMT-ähnlichen Prozess. Arbeiten über TGF-β1 of-
fenbarten eine zur Embryonalentwicklung vergleichbare EMT-Induktion in Tumorzellen. Es konnte durch 
die Behandlung von Tumorzellen mit TGF-β1 eine Expression von mesenchymalen und eine Repression 
von epithelialen Markern induziert werden (Huszar et al., 2010; Nishioka et al., 2010; Chen et al., 2012; Kie-
fel et al., 2012). In weiteren Versuchen wurde belegt, dass der TGF-β Signalweg das Invasionspotential und 
die Metastasierung erhöhen (Oft et al., 1998; Janda et al., 2002).
Wie bei der Migration einer normalen Zelle aus einem intakten Epithel, ist bei einer Tumorzelle die 
Transition zu einem mesenchymalen Phänotyp notwendig, um in das benachbarte Gewebe zu invadieren. 
Die Regulation von E-cadherin nimmt daher auch bei der EMT von Tumorzellen einen zentralen Platz 
ein. In vitro und in vivo Experimente zeigten, dass der Verlust von E-cadherin zu einer erhöhten Migration 
und vermehrten Metastasierung führt (Onder et al., 2008; von Burstin et al., 2009; Putzke et al., 2011). Die 
Ergebnisse der Versuche werden durch klinische Daten bestätigt. Bei einigen Tumorentitäten korreliert die 
verminderte Expression von E-cadherin mit einer schlechten Prognose (Sarrio et al., 2008).
E-cadherin wird auch in invasiven Tumorzellen durch die Transkriptionsfaktoren SNAIL und Slug regu-
liert. In Brust- oder Ovarial-Karzinomen ist die Expression der Transkriptionsfaktoren mit einer E-cadhe-
rin-Repression und einer schlechten Prognose (Blanco et al., 2002; Zhou et al., 2004; Elloul et al., 2005; Gal-
lo et al., 2010). Die Daten belegen, dass die EMT bei Tumorzellen für den Verlauf  der Tumorprogression 
entscheidend ist. Die EMT bei Tumorzellen und die daraus resultierende Zellmotilität ist vergleichbar mit 
den Ereignissen während der Embryonalentwicklung. Im Tumor fi nden diese Prozesse innerhalb der inva-
siven Front statt und ermöglichen einzelnen Zellen die Intravasation, also das Eindringen in Lymph- oder 
Blutgefäße. Der Transport der Zellen über den Blut- oder Lymphstrom vereinfacht die Verbreitung und Ab-
siedelung von Tumorzellen in entfernten Organen. Der Prozess trägt somit zur Bildung von Metastasen bei.
4.3 Die Rolle von L1CAM während der EMT und die Regulation durch Slug
L1CAM wird von diversen Tumorentitäten an der invasiven Front überexpremiert (Gavert et al., 2005; 
Zecchini et al., 2008; Huszar et al., 2010; Min et al., 2010). Als Zelladhäsionsmolekül unterstützt L1CAM 
auch die Migration und Invasion einzelner Tumorzellen. Die Lokalisation und die Funktion von L1CAM 
deuten auf  eine EMT assoziierte Expression hin. In der Brusttumorzelllinie MCF-7 konnte zusätzlich 
eine EMT induzierende Funktion von L1CAM nachgewiesen werden. In diesen Zellen wurde durch die 
L1CAM-Überexpression die Formation von Zelladhäsionskomplexen blockiert. Als Folge dieses Prozesses 
wurde E-cadherin und β-catenin vermehrt im Zytoplasma bzw. im Nukleus detektiert. Die Degradation der 
Adhäsionsverbindungen führte auch zu einer gesteigerten Zellmotilität (Shtutman et al., 2006). Eine erhöh-
te nukleäre Lokalisation von β-catenin wurde auch in der invasiven Front von Kolon-Adenokarzinomen 
nachgewiesen. Die nukleäre Lokalisation von β-catenin ist oft mit der EMT assoziiert (Brabletz et al., 2005).
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Bei dem Prozess werden EMT assoziierte Gene in Tumoren transient hochreguliert, während E-cadhe-
rin herrunterreguliert wird. Ein ähnlicher Mechanismus konnte bei Endometrium-Karzinomen beobachtet 
werden (Bsp. s. Abb. A3). Es wurde eine inverse Expression von L1CAM mit E-cadherin, dem Oestrogen-
Rezeptor und dem Progesteron-Rezeptor detektiert. Dieses Ergebnis war ein Hinweis darauf, dass L1CAM 
in den Ablauf  der EMT involviert ist. In EK-Zelllinien konnte außerdem gezeigt werden, dass die TGF-β1 
induzierte Expression von L1CAM, durch Slug vermittelt ist und die Zellinvasion erhöht. Demnach blo-
ckierte ein Suppression von Slug die Effekte von TGF-β1 (Huszar et al., 2010). In der PDAC Zelllinie 
PxBC3 und der Brusttumor Zelllinie MDA-MB231 kam es nach der Behandlung mit TGF-β1 auch zu einer 
EMT-assoziierten L1CAM Expression (Kiefel et al., 2012). Bei einer weiteren Pankreaskarzinomzelllinie 
namens Panc1 konnte zudem gezeigt werden, dass die TGF- β1 induzierte Hochregulation von L1CAM 
durch Slug vermittelt, jedoch unabhängig von SNAIL ist (Geismann et al., 2009). Außerdem korreliert bei 
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSGLC) die Expression von L1CAM, Vimentin und Slug invers 
mit der Expression von E-cadherin. Bei der L1CAM negativen NSGLC Zelllinie A549 konnte zusätzlich 
L1CAM
PR
ER
E-cad
Abbildung A 3   Sequenzielle Gewebeschnitte eines Typ-II Endometriumkarzinoms. Durch IHC wurde die 
Expression von L1CAM, ER, PR und E-cadherin bestimmt. Die Detektion des Proteins ist durch die dunkle Fär-
bung zu erkennen. Demnach ist der Typ-II-EK positiv für L1CAM aber negativ für ER, PR und E-cadherin. Die 
Zellen innerhalb der Markierung weisen eine inverse Expression zwischen L1CAM und E-cadherin, ER sowie PR 
auf. Der Bereich markiert außerdem die invasive Front des Tumors. Die Schnitte wurden fr eundlicherweise von 
M.Fogel, Rehovet, Israel zur Verfügung gestellt.
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eine erhöhte Invasion nach TGF-β1-Behandlung festgestellt werden. Aus den Ergebnissen schlussfolgerten 
die Autoren, dass L1CAM durch eine EMT-Induktion, im Tumor exprimiert wird und die Zellinvasion 
fördert (Tischler et al., 2011).
Die Regulation von L1CAM durch den Transkriptionsfaktor Slug ist eine entscheidende Verbindung zum 
EMT-Prozess in Tumorzellen. 
4.4 Der Transkriptionsfaktor Slug
Slug gehört zu der Familie der SNAI Transkriptionsfaktoren. Dazu gehören die Moleküle SNAIL 
(SNAI1), Slug (SNAI2) und SNAI3 (Hemavathy et al., 2000; Barrallo-Gimeno and Nieto, 2005). Die Mit-
glieder der SNAI-Familie sind Zinkfi nger-Motiv Transkriptionsfaktoren und durch eine gemeinsame Orga-
nisation gekennzeichnet. Sie bestehen aus einer hochkonservierten C-terminalen Region mit vier bis sechs 
Zinkfi nger-Motiven (C2H2) und einer divergenten N-terminalen Region. Die Zinkfi nger interagieren als 
DNA-Bindemotive mit einer DNA-Kernsequenz von sechs Basenpaaren C/A(CAGGTG) (Mauhin et al., 
1993; Batlle et al., 2000; Cano et al., 2000). Das Bindemotiv ist identisch mit der E-Box, dem Bindemotiv 
der basischen Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren. In den Promoterregionen von L1CAM wurden 
ebenfalls mehrere E-Box-Motive identifi ziert (Slug-Struktur s. Abb. A4)(Geismann et al., 2009; Pfeifer et 
al., 2010). 
Im allgemeinen agieren die SNAI-Transkriptionsfaktoren als Repressoren (Cano et al., 2000; Hemavathy 
et al., 2000; Kataoka et al., 2000). Neben den Zinkfi ngern beruht die Repressorfunktion der SNAI-Famili-
enmitglieder auf  der hochkonservierten SNAG-Domäne (Peinado et al., 2004). Die SNAG-Domäne ist im 
N-terminalen Bereich des Moleküls lokalisiert und wurde zuerst bei den growth factor independence (Gfi ) Prote-
inen identifi ziert. In der zentralen Region besitzt das Slug-Protein zudem eine molekülspezifi sche Slug-
Domäne, deren Funktion noch weitestgehend unklar ist (Manzanares et al., 2001; Sefton et al., 1998) (Sefton 
et al., 1998; Manzanares et al., 2001).
Die Repressorfunktionen von Slug beruhen außerdem auf  den Interaktionen von Slug mit weiteren 
Transkriptionsfaktoren oder anderen Chromatin modifi zierenden Molekülen (Peinado et al., 2004). So inter-
agiert Slug beispielsweise mit einer Reihe unterschiedlicher Histondeactylasen (HDACs), der HDAC1 und 
HDAC3 (Peinado et al., 2004; Tripathi et al., 2005a). In Brusttumorzelllinien wurde außerdem eine indirekte 
Wechselwirkung mit dem C-terminal binding protein 1 CTBP1 nachgewiesen. Die Interaktion resultiert in einer 
Repression des Proteins breast cancer type-2 susceptibility BRCA2 (Tripathi et al., 2005a). Das BRCA2 Molekül 
ist ein entscheidende Untereinheit von DNA-Reparaturkomplexen (Hay and Clarke, 2005). Ein weiterer Co-
SLUG
SLUG
Domäne
SNAG 
Domäne
Zinkfinger
Domänen
Abbildung A 4   Schematische Illustration des Slug-Moleküls mit 
unterschiedlichen Bindedomänen. Die Funktion der einzelnen Domä-
nen ist im Text beschrieben.
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Repressor, mit dem Slug über die SNAG-Domäne interagiert, ist das Molekül mSin3a, Komponente eines 
Repressor-Komplexes. 
Die Mitglieder der SNAI-Familie sind hoch instabile Proteine. Im Gegensatz zu SNAIL, wird die Slug-
Stabilität nicht über den GSK-3β-Signalweg reguliert sonder über den Ubiquitin vermittelten Proteosom 
abhängigen Mechanismus reguliert. In Lungenkarzinomzelllinien wurde nachgewiesen, dass die E3-Ligase 
MDM2 in die Slug Degradation involviert ist (Wang et al., 2009).
Die Hauptfunktion von Slug ist die Herunterregulation von E-cadherin während der EMT in der 
Entwicklung (Batlle et al., 2000; Peinado et al., 2004). Weitere Zielgene umfassen ebenfalls Moleküle zur 
Aufrechterhaltung der Zelladhäsion. Verschiedene Arbeitsgruppen bewiesen beispielsweise eine Bindung 
von Slug innerhalb der Promotoren von Occludin, Claudin 1, Integrin α3, Kollagen 2α1 und den Zytoke-
ratinen 8 und 19 (Seki et al., 2003; Tripathi et al., 2005b; Turner et al., 2006; Wang et al., 2007). Allerdings 
konnte auch bei Nicht-EMT-assoziierten Genen eine Regulation durch Slug festgestellt werden. Abhängig 
vom Zellkontext bindet Slug unter anderem an den Promoter von BRCA2 und p53 (Kajita et al., 2004; 
Tripathi et al., 2005b; Wu et al., 2005). Während der Entwicklung wird Slug verstärkt von mesodermalen 
und Neuralleistenzellen exprimiert. Außerdem konnte Slug bei der Dekondensation von Somiten und der 
Formation des Endoderms nachgewiesen werden (Sefton et al., 1998).
Allerdings tritt ein Expression von Slug auch bei unterschiedlichen Tumorentitäten auf. Als EMT indu-
zierendes Molekül agiert Slug dabei als ein Onkogen. So korreliert in Brustkarzinomen eine erhöhte Slug-
Expression mit einer schlechten Prognose, einer erhöhten Zellmotilität und Metastasierung (Martin et al., 
2005; Bonnomet et al., 2012; Liu et al., 2012). In Ovarialkarzinomen führte eine erhöhte Slug Expression 
weiterhin zu einer Reduzierung der Gesamtüberlebenszeit und einer erhöhter Zellinvasion (Elloul et al., 
2005; Dhasarathy et al., 2011). Dass Slug die Tumorprogression beeinfl usst, belegte zusätzlich ein in vivo Ex-
periment mit nicht invasiven DLD1 Zelle. Nach einer stabilen Transfektion von DLD1-Zellen mit Slug bil-
deten 90 % der Versuchstiere einen soliden Tumor, wohingegen nur 10 % der Tiere mit nicht transfi zierten 
Zellen einen Tumor etablierten (Camp et al., 2011). Bei weiteren Tumorentitäten wie dem Lungenadeno-
karzinom, dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom oder dem Plattenepithelkarzinom assoziiert die Ex-
pression von Slug ebenfalls mit einer schlechten Prognose und kürzeren Überlebenszeit (Shih et al., 2005; 
Uchikado et al., 2005; Jiang et al., 2012). Slug erhält jedoch nicht nur durch die Repression von E-cadherin 
und weiteren Adhärenzmolekülen einen onkogenetischen Charakter. Es konnte außerdem eine Apoptose 
inhibierende Funktion von Slug nachgewiesen werden. In humanen Karzinomzelllinien induziert Slug eine 
Resistenz gegen genotoxischen Stress und Chemotherapeutika wie Doxorubicin oder Cisplatin (Kajita et 
al., 2004; Mancini et al., 2010; Zhang et al., 2011c). Als mögliche Mechanismen werden eine Inaktivierung 
der p53 vermittelten Apoptose oder eine direkte Repression von PUMA beschrieben (Kurrey et al., 2009; 
Zhang et al., 2011a; Zhang et al., 2011b).
Der Slug Transkriptionsfaktor ist ein zentraler Regulator der EMT und beeinfl usst bei einer erhöhten 
Expression auch die Tumorprogression. Die Hochregulation von L1CAM in epithelialen Zellen resultiert 
ebenfalls aus einer Induktion der EMT einhergehend mit einer erhöhten Migration, Invasion und Chemo-
resistenz. 
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5. Der Transkriptionsfaktor REST
Der repressor element 1 silencer transcription factor (REST), auch bekannt als neuronal restricted silencer factor 
(NRSF) wurde ursprünglich als ein Repressor von zahlreichen primären neuronalen Differenzierungsgenen 
beschrieben. REST wird von nicht-neuronalen Zellen und neuronalen Stammzellen exprimiert (Ballas et al., 
2005; Ballas and Mandel, 2005). Gewebe, die eine starke Akkumulation von REST zeigen, sind lymphatische 
Organe, wie z.B. die Milz oder die Niere, Lymphozyten aus dem peripheren Blut oder auch dem Ovar. In 
seltenen Fällen ist REST in vivo auch bei Neuronen zu fi nden. Entdeckt wurde das Protein 1995 von den 
Gruppen um Gail Mandel und David Anderson (Chong et al., 1995; Schoenherr and Anderson, 1995). 
REST ist ein 116 kDa großer Zinkfi nger-Motiv Transkriptionsfaktor. Das Protein besitzt eine DNA-Bin-
dedomäne und zwei Repressordomänen. Die DNA-Bindedomäne bindet an eine 21 bp große Kernsequenz, 
die RE-1 Bindestelle, innerhalb der regulatorischen Elemente der Zielgene (s. Abb. A5). Mehrere unabhän-
gige globale Expressionsanalysen oder Chromatin-Bindeanalysen offenbarten, dass REST mit mehreren 
tausend RE1-Bindemotiven innerhalb einer Zelle interagiert und das Potential besitzt mehrere hundert 
Zielgene zu regulieren (Bruce et al., 2004; Johnson et al., 2007; Otto et al., 2007). Die Vielzahl der Zielgene 
in unterschiedlichen Geweben werden durch die zahlreichen Interaktionspartner von REST erklärt. Eine 
Interaktion mit anderen Molekülen erfolgt dabei über die beiden Repressordomänen (RD1 und RD2). Die 
RD1 ist im N-terminalen Bereich lokalisiert und umfasst die Aminosäuren 32 bis 122, während die RD2 
im C-terminalen Bereich lokalisiert ist und durch die Aminosäurensequenz 1030-1092 gebildet wird. An 
die RD1 können mSin3A/Histon-Deacetylase-Komplex (HDAC) und N-CoR binden (Huang et al., 1999). 
Die RD2 interagiert dagegen mit CoRest, mSin3A-HDAC-Komplex, der H3-K9-Histon Methyltransferase 
G9a, der Histon H3-K4 Demethylase LSD (Andres et al., 1999; Shi et al., 2003; Shi et al., 2004). Der gesam-
REST
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RD2NLDNLDRD1
Zinkfinger Domänen
NLDRD1
Zinkfinger Domänen
Isoform 1
Isoform 4
alternativ gespleißtes
Exon mit Stopcodon
UTR
UTR
Abbildung A 5   Schematische Darstellung der REST-Proteine (REST, REST4) mit funktio-
nellen Domänen und den entsprechenden mRNA-Isoformen. Die Isoform 1 codiert dabei für das 
normale REST-Protein, während die Isoform 4 für die dominant negative Form codiert. Die Iso-
form 4 beinhaltet im Gegensatz zur normalen Variante ein zusätzliches Exon mit einem Stopcodon. 
Die genaue Funktionen der einzelnen Proteindomänen ist im Text beschrieben.
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te REST-Komplex kann zusätzlich mit weiteren DNA-bindenden Molekülen interagieren, wie der DNA-
Methyltransferase 1, dem DNA-CpG bindenden Protein 2 oder dem Chromatin Remodelierungskomplex 
SWI/RNF (Majumder, 2006; Watanabe et al., 2006). Eine Repression der Zielgene erfolgt demnach über 
eine Änderung des epigenetischen Musters innerhalb der Zielregion. Durch die Vielzahl der möglichen In-
teraktionspartner ist die Aktivität von REST abhängig vom Zellkontext. Die nukleäre Translokation erfolgt 
über eine Wechselwirkung der Kernlokalisierungssequenz (NLS) mit dem Protein RILP. 
REST interagiert außerdem mit weiteren Kerntransportproteinen wie HTT oder DCTN1 (Zuccato et 
al., 2003). Des Weiteren wird die REST-Aktivität/Funktion durch die proteososmale Degradation reguliert. 
So kommt es während der Differenzierung von neuronalen Vorläuferzellen zu einer Interaktion mit der 
β-TRCP E3 Ubiquitin Ligase, welche eine Degradation von REST in den Zellen induziert (Westbrook et 
al., 2008).
Ein der Hauptfunktion von REST ist die Inhibition der Neurogenese während der Entwicklung. So 
konnte in REST Knock-out Mäusen gezeigt werden, dass REST für die Repression von neuronalen Ge-
nen in der Embryogenese verantwortlich ist. Es zeigten sich Fehlentwicklungen in neuronalen und nicht-
neuronalen Gewebe, verbunden mit einer Letalität der Embryonen (Chen et al., 1998). Deutlich wird dieser 
reprimierende Effekt auch bei der Differenzierung von neuronalen Stammzellen (NSC), wo es zu Beginn 
der Differenzierung  zu einer Inhibition der REST-Expression kommt (Su et al., 2004). Ein weiteres Ex-
periment bestätigte die Funktion von REST in nicht-neuronalen Zellen. Hier induzierte die Änderung der 
Repressorfunktion von REST einen Wechsel des myoblasten Phänotyps zu einem neuronalen Phänotyp 
(Watanabe et al., 2004). Die zentrale Rolle von REST als Repressor von neuronalen Genen offenbart sich 
unter anderem auch im Erkrankungsbild der „Huntington Krankheit“. Im Verlauf  der Erkrankung kommt 
es zu einer zellulären Translokation des Transkriptionsfaktors vom Zytoplasma in den Nukleus von Neu-
ronen. Hier resultiert die zunehmende Akkumulation im Kern in einer Repression von neuronalen Genen 
wie zum Beispiel dem des Wachstumsfaktors BDNF (brain derived neurotrophic factor) oder miRNAs. Die 
Translokation wird durch eine Mutation des htt-Proteins (Zuccato et al., 2003) oder eine Überexpression in 
neuronalen Zellen durch eine veränderte REST-Regulation verursacht (Packer et al., 2008).
5.1 REST in humanen Tumoren
Die Funktion von REST als Tumor-Suppressor-Gen oder als Onkogen ist abhängig vom zellulären Kon-
text. In kleinzelligen Lungenkarzinomen zum Beispiel, bewiesen unterschiedliche Arbeiten eine Tumor-
suppressorfunktion von REST. Hier induziert eine verminderte REST-Expression eine Aktivierung von 
Zielgenen wie der Glycin-Rezeptor Untereinheit α1 und eine damit verbundene erhöhte Zellproliferation 
und verminderte Apoptose (Neumann et al., 2004; Kreisler et al., 2010). In nicht Kleinzell Lungenkarzino-
men bedeutete dagegen die verminderte Expression des Interaktionspartners BRM/BRG1 eine reduzierte 
Funktionalität von REST (Fukuoka et al., 2004). Dementsprechend korreliert der Verlust von BRM/BRG1 
in nicht-Kleinzell Lungenkarzinom Patienten mit einer schlechten Prognose (Reisman et al., 2003; Fuku-
oka et al., 2004). Als prognostischen Marker für den Verlust der REST-Funktionalität bei SCLC, schlugen 
Moss und Kollegen 2009 das Transkript des Gens SCG3 vor. Bei den Untersuchungen offenbarten die 
Expressionsprofi le von Zellen aus dem peripheren Blut ein erhöhtes Level von SCG3 bei einem Verlust 
von REST im Tumor. Außerdem korrelierte die Expression von SCG3 mit einer schlechten Prognose (Moss 
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et al., 2009). Schumacher und Kollegen offenbarten, dass die REST-Promotermethylierung in Verbindung 
mit dem CREB-Protein zu einer unterschiedlichen REST-Expression in kleinzelligen Lungenkarzinom-
Zellen führt. Eine Promoterdemethylierung und erhöhte Expression von CREB korreliert in untersuchten 
Zelllinien direkt mit einer erhöhten REST-Expression. In Folge dessen kommt es zu einer Repression des 
Onkogens Akt2. Ebenfalls gezeigt wurde die REST-abhängige L1CAM-Expression in den SCLC-Zelllinien 
(Kreisler et al., 2010). Die Tumorsuppressorfunktion von REST bestätigte zusätzlich ein RNAi basierender 
Screen in epithelialen Brustzellen und eine Mutationsanalyse durch plattenbasierende genomische Hyb-
ridisierung in humanen Kolonkarzinomproben. Dabei induzierte die Herrunterregulation von REST in 
epithelialen Zellen eine Änderung des Phänotyps zu einem adhäsionsfreien Zelltyp. Eine vorher durch-
geführte Mutationsanalyse ergab eine erhöhte Mutationsrate im REST Genlokus und eine erhöhte PI(3)
K-Aktivierung bei dominant negativen Formen (Westbrook et al., 2005). Eine weitere Expressionsanalyse 
belegte eine verminderte REST-Expression bei malignen Brusttumoren im Vergleich zur Expression bei 
benignen Tumoren oder gesunden Gewebe (Lv et al., 2010). Ergänzend dazu führte die Transfektion der 
Brusttumorzelllinie MCF-7 mit spezifi scher REST-siRNA zu einer erhöhten Zellproliferation, Chemoresis-
tenz und Apoptose-Inhibition (Lv et al., 2010). 
Weitere Versuche identifi zierten außerdem das Gen Tac1 als Zielgen von REST in den Brusttumorzell-
linien T47D und MCF12A. Das Gen transkribiert für ein Onkogen und induziert eine erhöhte Invasion 
und Migration der Zellen (Reddy et al., 2009). Wagoner und Kollegen bestätigten die Funktion von REST 
bei der Brusttumorprogression. Allerdings stellten sie bei den untersuchten Proben eine erhöhte Expres-
sion der dominant negativen Form REST4 fest (Wagoner et al., 2010). Die bekannte Isoform ist durch ein 
Fehlen des C-terminalen Teils des Proteins gekennzeichnet und besitzt keine Kernlokalisationsdomäne und 
Repressordomäne 2 (Palm et al., 1999; Coulson et al., 2000). Bei der statistischen Auswertung assoziierte 
die Expression von REST4 mit einem Abfall beim krankheitsfreien Überleben (Wagoner et al., 2010). Die 
Isoform von REST4 wurde ursprünglich in neuronalen Zellen und Neuroblastomzelllinien nachgewiesen 
(Palm et al., 1998). 
Im Kontrast zur Tumorsuppressorfunktion von REST in diversen Tumorentitäten besitzt REST bei 
neuronalen Tumoren eine onkogenetische Funktion. Lawinger und Kollegen zeigten eine erhöhte REST-
Expression in 80% aller untersuchten humanen Medullablastom Tumoren relativ zu dem Gewebe aus ge-
sundem Cerebellum. Eine Inhibition der REST-Funktion bei in vivo- und in vitro-Medullablastommodellen 
blockierte das Tumorwachstum bzw. induzierte Apoptose (Lawinger et al., 2000; Fuller et al., 2005). Einen 
möglichen Mechanismus zur Funktion von REST als Onkogen hat eine Arbeitsgruppe um Das beschrie-
ben. Sie konnten zeigen, dass REST-Protein reziprok zu der Cyclin-abhängigen Kinase (CDK)NIB/p27 
exprimiert wird und zu einer verstärkten Proliferation  bei den Zelllinien DAOY und D283 führt. Die 
Degradation von p27 wird durch die REST-abhängige Repression der Deubiquitylase USP37 vermittelt. In 
normalen Zellen wird das p27 Molekül mittels der Deubiquitination durch USP37 stabilisiert und blockiert 
die Proliferation der Zelle (Das et al., 2012).
Ein direkter Zusammenhang zwischen einer eingeschränkten REST-Funktion und einer erhöhten 
L1CAM-Expression in einem humanen Tumor wurde bis zum heutigen Zeitpunkt nicht analysiert.
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6. Endometriumkarzinom
Das Endometriumkarzinom ist der am meisten diagnostizierte invasive Tumor des weiblichen Urogeni-
taltrakts. Im Jahr 2011 wurden in der USA 46.470 neue Fälle diagnostiziert, von denen 8.120 einen tödlichen 
Verlauf  hatten (Cancer Statistics 2011). Weltweit werden jedes Jahr mehr als 200.000 Fälle von Endomet-
riumkarzinomen gemeldet und ist damit die siebt häufi gste Tumorart auf  der Welt (Parkin et al., 2005). In 
Deutschland wurde bei ca. 11.000 Frauen ein Endometriumkarzinom festgestellt und die 5-jährige Über-
lebensrate lag beispielsweise im Jahr 2006 bei 83 %. Vor dem 45. Lebensjahr liegt die Diagnoserate eines 
Endometrium-Adenokarzinoms in Deutschland nur bei bis zu 5 % der Gesamtfälle. Die Inzidenz steigt 
jedoch enorm mit zunehmendem Alter und die meisten Fälle werden in einem Alter zwischen 65-85 Jahren 
diagnostiziert (RKI, Krebs in Deutschland 2005/2006). 
6.1 Pathologie des Endometriumkarzinoms
In der Pathologie unterscheidet man zwischen Typ-I- und Typ-II-Endometriumkarzinomen Die patho-
logische Bestimmung erfolgt durch das lichtmikroskopische Erscheinen, klinische Auffälligkeiten und die 
Epidemiologie (Übersicht s. Abb. A6)(Bokhman, 1983).
Mit 75 bis 80 % ist der am häufi gsten diagnostizierte Tumor, der als Typ I klassifi zierte Endometrium-
karzinom. Dieser Typ wird histologisch als endometrioid Adenoendometriumkarzinom (EEC), teilweise 
mit Komponenten eines Plattenepithels, oder als mucinös beschrieben. Diese Tumore korrelieren mit einer 
relativ guten Prognose und sind mit einer übermäßigen endogenen oder exogenen Oestrogenkonzentrati-
on assoziiert. Als histologischer Vorläufer für den Tumor gilt die endometriale Hyperplasia. Die Großzahl 
der Typ I-Tumore weist demnach einen niedrigen Entwicklungsgrad auf  und ist noch stark differenziert 
(Bokhman, 1983; Amant et al., 2005) (s. Abb. A7).
Im Gegensatz zum Typ I- sind Typ II-Endometriumkarzinome histologisch durch einen serösen oder 
klarzelligen Phänotyp charakterisiert und werden in meisten Fällen als schlecht differenziert klassifi ziert. 
Die Tumore gehen aus dem atrophischen endometrialen Gewebe hervor und sind Oestrogen unabhängig. 
Der Typ II Tumor wird oft mit disseminierten Krankheiten und einer schlechten Prognose diagnostiziert 
(Lax et al., 2000; Bansal et al., 2009). 
Endometriumkarzinom
Typ I
Endometrioid 
Endometriumkarzinom (EEK)
Typ II
Nicht-Endometrioid 
Endometriumkarzinom (NEEK)
serösendometrioid klarzellig gemischt
Abbildung A 6   Histologische Klassifi kation des Endometriumkarzinoms. Die His-
tologische Einordnung erfolgt nach dem mikroskopischen Erscheinungsbild des Tumors, 
klinischen Auff älligkeiten und der Epidemiologie. Grundsäzlich unterscheidet man beim 
EK zwei pathologische Sub-Typen und den dazugehörigen Phenotypen.
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Diese Tumore bilden vermehrt Metastasen und werden häufi ger nach einer abgeschlossenen klinischen 
Behandlung erneut diagnostiziert (Shang, 2006) (s.Abb. A8).  
Typ I EEC haben ihren Ursprung in den endometrialen Drüsengewebe von unterschiedlicher Differen-
zierung und sind mikroskopisch leicht identifi zierbar. Zusätzlich zu dem bekannten Phänotyp zählen noch 
weiter Subtypen wie das sekretorische oder villoglandulare Karzinom zu den Typ-I EECs (Amant et al., 
2006). Die Histologische Einordnung erfolgt nach dem System der Internationalen Förderation der Gynä-
kologie und der Obstretik, wonach es nur auf  den endometrioid Karzinom angewendet wird. Von allen En-
dometriumkarzinomfällen werden 55 % dem endometrioid Karzinom G1 mit niedrigen Entwicklungsgrad 
zugeordnet, 20 % als hochgradig G2/3 eingestuft. Für den serösen, papillären und klarzelligen Phänotyp 
wird die allgemeine Einordnung nach dem FIGO-Grad nicht angewandt. Beide Phänotypen werden zusam-
men mit den nicht-endometrioid-Typen als hochgradiges Karzinom G2/3 eingestuft und besitzen einen 
invasiven Tumor mit erhöhtem Metastasierungspotential (Sivridis and Giatromanolaki, 2011).
Die histologische Diagnose wird bestimmt durch das solide Wachstum des Tumors, dem Status der Inva-
sion, der Tumorzellnekrose und der mitotischen Aktivität der Zellen im Tumor. Der seröse Phänotyp wird 
danach als aggressivster Tumor eingestuft (Hendrickson et al., 1982). Der klarzellige Phänotyp ist ebenfalls 
ein aggressiver Tumor und ist durch ein klares Zytoplasma (Glykogen) der Zellen charakterisiert. Die Tu-
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Abbildung A 7   Sequenzielle Gewebeschnitte eines Typ-I Endometriumkarzinoms. Durch IHC wurde die Ex-
pression von L1CAM, ER, PR und E-cadherin bestimmt. Die Detektion des Proteins ist durch die dunkle Färbung 
zu erkennen. Demnach ist der Typ-I-EK negativ für L1CAM. Die Schnitte wurden fr eundlicherweise von M.Fogel, 
Rehovet, Israel zur Verfügung gestellt.
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mororganisation ist bei diesen Phänotypen sehr diffus und reicht von soliden weiter zu glandulären bis hin 
zu papillären Strukturen (Mendivil et al., 2009). Bis zu 40 % der nicht-endometrioid Endometriumkarzino-
me haben eine gemischten Phänotyp mit einem endometrioid Charakter (Slomovitz et al., 2003).
6.2 Pathogenese
Die molekularen Mechanismen des Endometriumkarzinoms sind bis heute unklar. Ähnlich wie bei 
anderen Tumorerkrankungen vermutet man auch beim Endometriumkarzinom bei dem Übergang vom 
normalen zum malignen Gewebe eine Akkumulation von genetischen Anomalitäten und epigenetischen 
Veränderungen. Eine Anreicherung der Ereignisse induziert Änderungen innerhalb zellulärer Signalwege, 
welche Zellprozesse wie die Apoptose, Proliferation und die Angiogenese beeinfl ussen (Shang, 2006). Ein 
spezifi scher Marker zur Defi nition der Typ I- und Typ II- Endometriumkarzinom konnte bis heute nicht 
identifi ziert werden.
Nichtsdestotrotz existiert die Möglichkeit zur Differenzierung zwischen Grad 1 endometrioid Adenokar-
zinomenn und Grad2/3 nicht endometrioid Tumoren. Die Charakterisierung umfasst bekannte Onkogene 
und Tumorsuppressorgene. Bei Grad 1 Endmetrioid Adenokarzinomen wurde eine erhöhte Inzidenz an 
Mutationen in den Tumorsuppressorgenen K-ras und PTEN festgestellt (Mutter et al., 2000; Lagarda et 
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Abbildung A 8   Sequenzielle Gewebeschnitte eines Typ-II Endometriumkarzinoms. Durch IHC 
wurde die Expression von L1CAM, ER, PR und E-cadherin bestimmt. Die Detektion des Proteins ist 
durch die dunkle Färbung zu erkennen. Demnach ist der Typ-II-EK positiv für L1CAM, aber negativ 
für ER, PR und E-cadherin. Die Schnitte wurden fr eundlicherweise von M.Fogel, Rehovet, Israel zur 
Verfügung gestellt.
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al., 2001). Daneben sind ebenso vermehrte Veränderungen innerhalb des APC/β-catenin Signalwegs bei 
Typ-I-Karzinomen nachweisbar (Moreno-Bueno et al., 2002). Außerdem beinhalten die Tumore vermehrte 
Mikrosatelliten-Instabilität und diploide Karyoptypen (Lax et al., 2000; Maxwell et al., 2001). Im Gegensatz 
dazu weisen serös papillare Endometriumkarzinome nur wenige Mutationen des PTEN- oder K-ras-Gens 
auf. Die Tumore besitzen dafür vermehrt Mutationen des p53-Gens und einen aneuploiden Karyotypen 
(Lax, 2004). Das Tumorsuppressorgen E-cadherin ist ebenfalls vermehrt in serösen Typ II Karzimonen 
mutiert (Singh et al., 2008). Außerdem wurde eine erhöhte genetische Veränderung im Lokus von p16 und 
Her2/neu nachgewiesen (Lax, 2004).
Expressionsprofi le von endometroiden und serös papillaren EKs
endometroide Karzinome (%) serös papillare Karzinome (%)
PTEN Mutation 37-83 0-5
K-ras Mutationen 10-26 0-2
Microsatelliten Instabilität 15-28 0
β-catenin 14-44 0-5
p53 Mutation 14-20 53-96
Aneuploidie 10-18 85-95
E-cadherin red. Expr. 10-20 80-90
Tabelle A 9   Genetische Expressionsprofi le von endometroiden und serös papillaren Endometriumkarzinomen. Das 
Auft reten der Ereignisse ist in % angegeben
Die Verteilung einzelner Marker ist in manchen Fällen jedoch nicht eindeutig und geben keine Auskunft 
über den Verlauf  der Krankheit. Daher rückt L1CAM bei der pathologischen Diagnose des Endometrium-
karzinoms vermehrt in den Fokus der Wissenschaft. Eine L1CAM-Expression ist im normalen Endometri-
um und dem Großteil der endometrioid EK Typ I nicht detektierbar. Eine starke Expression wurde dagegen 
in den serösen und klarzelligen EK Typ II nachgewiesen (Huszar et al., 2010). Ergänzend dazu belegt eine 
weitere Arbeit von Fogel, dass die L1CAM-Expression mit einer schlechten Prognose korreliert (Fogel et 
al., 2003a). Außerdem wurde eine inverse Expression von ER/PR/E-cadherin zu L1CAM nachgewiesen 
(Huszar et al., 2010). Das Expressionsmuster wurde auch in den EK mit einem gemischten Phänotyp und 
der Invasionsfront des Tumors festgestellt. 
Eine L1CAM-Detektion in Endometriumkarzinomen wäre somit eine potentieller Marker zur Identifi ka-
tion von Typ II ähnlichen Tumoren, welche ebenfalls mit einer schlechten Prognose assoziiert sind.
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7.  Epigenetische Regulation
Conrad Waddington prägte in den 1940er das Wort Epigenetik. Der Begriff  sollte erklären, warum gene-
tische Veränderungen nicht immer zu einer Änderung des Phänotyps führen und wie die Gene, zur Etab-
lierung des Phänotyps mit der Umwelt interagieren können (Waddington, 1942) . Heute wird die Epigene-
tik als mitotisch/meiotische, erblich veränderte Genexpression defi niert, die nicht auf  eine Änderung der 
Gensequenz zurückzuführen ist (Berger et al., 2009) (Berger, 2008). Das Epigenom, die Prozesse der Epi-
genetik, wird durch die DNA-Methylierung, post-translationelle Histonmodifi zierungen, Nukleosomposi-
tionierung und nicht codierende RNA bestimmt. Die Beeinfl ussung oder Änderung der Prozesse resultiert 
in zahlreiche pathologischen Ereignisse, inklusive der Tumorprogression (Ballestar and Esteller, 2008). Eine 
weitere Eigenschaft der genetischen Modifi kationen ist die Vererbung zwischen Mutter- und Tochterzelle 
(Mitose) oder zwischen den Generationen (Meiose). Das epigenetische Muster ist somit auf  der einen Seite 
somatisch vererbbar, auf  der anderen Seite aber auch hoch dynamisch. Es ist in die embryonale Entwick-
lung, das Imprinting und die X-chromosomale Inaktivierung involviert. 
Der am besten untersuchte Mechanismus der Epigenetik ist die DNA-Methylierung. Die Modifi zierung 
der DNA beeinfl usst sowohl die Genaktivität als auch die Struktur des Nukleus einer Zelle. In humanen 
Zellen erfolgt die kovalente Addition/Subtraktion der Methylgruppe an ein zum Guanin benachbartes Cy-
tosin. Die Dinukleotidfolge wird auch als CpGs bezeichnet. CpG-Motive sind nicht zufällig im Genom ver-
teilt sondern in CpG reichen Regionen, sog. CpG-Inseln, angereichert. Diese CpG-Inseln sind in ca. 60 % 
der humanen Genpromoter lokalisiert oder in Regionen mit großen Bereichen von repetetiven Elementen 
(Bird, 2002; Weber and Schubeler, 2007). Bioinformatische Studien identifi zierten ca. 29000 CpG-Inseln im 
humanen Genom (Lander et al., 2001). Ein Großteil der CpGs im Genom ist methyliert, um einer chromo-
somale Instabilität vorzubeugen. Die Cytosine der CpG-Inseln innerhalb der Genpromotoren sind dagegen 
während der Entwicklung oder im differenzierten Gewebe unmethyliert (Suzuki et al., 2007). Die DNA-
Methylierung spielt eine entscheidende Rolle bei X-chromosomaler Inaktivierung und dem genomischen 
Imprinting (Bird, 2002). 
Für die Etablierung und Aufrechterhaltung des DNA-Methylierungsmusters sind DNA-Methyltransfera-
sen (DNMTs) DNMT1, DNMT3a und DNMT3b notwendig. Die DNMT1 ist für die Aufrechterhaltung 
des DNA-Methylierungsmusters verantwortlich. Der Mechanismus beruht auf  dem semikonservativen Ko-
pieren des Methylierungsmusters vom paternalen DNA-Strang auf  den Folgestrang (Holliday and Pugh, 
1975). Die DNMT1 hat unter den Methyltransferasen die höchste Affi nität zur DNA und besitzt eine 7 bis 
100-fache höhere Aktivität bei hemimethylierter DNA. Durch diese Selektivität werden verstärkt die CpGs 
methyliert, wo der parentale Strang an gleicher Stelle bereits methyliert ist (Bestor, 1992; Pradhan et al., 
1999). In den letzten Jahren wurde jedoch deutlich, dass neben der DNMT1 noch weitere Komponenten 
zur Aufrechterhaltung des DNA-Methylierungsmusters notwendig sind (Jaenisch, 1997; Rhee et al., 2000). 
Für die de novo DNA-Methylierung sind die Enzyme DNMT3a und DNMT3b verantwortlich. Beide Mo-
leküle werden verstärkt in embryonalen Zellen exprimiert (Okano et al., 1999a; Okano et al., 1999b). Eine 
genaue Beschreibung von einem Mechansimus zur Etablierung des Methylierungsmusters existiert nicht. Es 
konnte allerdings gezeigt werden, dass für die de novo Methylierung bestimmter genomischer Regionen die 
DNMT3b erforderlich ist. Unterschiedliche Experimente in humanen und murinen Modellen offenbarten 
eine essentielle Funktion für die Methylierung von perizentromerischen repetetiven DNA-Sequenzen und 
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den CpG-Inseln auf  dem X-Chromosom (Miniou et al., 1994; Okano et al., 1998b; Hansen et al., 2000; 
Kondo et al., 2000) (Miniou et al., 1994; Okano et al., 1999a; Kondo et al., 2000).
Ein zweiter zentraler Mechanismus der epigenetischen Regulation ist die post-translationelle kovalente 
Modifi kation der vier Histonmoleküle H2A, H2B, H3 und H4 (Workman and Kingston, 1998). Die Modi-
fi kationen erfolgen hauptsächlich entlang des N-terminalen Restes der Proteine und führen entweder zu 
einer Aktivierung oder Repression. Die Auswirkungen sind davon abhängig, welche Aminosäure modifi ziert 
wird und welche Art der Modifi kation in welcher Anzahl vorliegt (Kouzarides, 2007). Die Addition oder 
Subtraktion von Acetylgruppen erfolgt an einem Lysin und die von Methylgruppen an Lysin oder Arginin. 
Eine weitere Modifi zierung ist die Phosphorylierung oder Ubiquitinylierung eines Serinrestes. Bestimmte 
Histonmodifi zierungen bilden eine sogenannten „Histon Code“ (Jenuwein and Allis, 2001). Es ist belegt, 
dass die Histonacetylierung generell mit einer transkriptionellen Aktivierung assoziiert ist (Bernstein et al., 
2007). Die Addition der Acetylgruppe am Lysinrest resultiert in einer Neutralisation der positiven Ladung 
des Lysins und reduziert die Interaktion mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA. Das Histon 
H3 wird vorwiegend an den Positionen K9, 14, 18, 23, 27 und 56 acetyliert (Strahl and Allis, 2000). Im Ge-
gensatz dazu ist die funktionelle Konsequenz der Methylierung von der Art des modifi zierten Aminosäure-
restes, Lysin oder Arginin, und der Position der AS abhängig (Bernstein et al., 2007). Die Methylierung von 
H3 an der Position K4 führt in den meisten Fällen zu einer transkriptionellen Aktivierung. Wohingegen die 
Methylierung von H3 an der Position K9 oder K27 und die von H4 an Position K20 mit einer Repression 
assoziiert ist (Karpf  et al., 2005).
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Abbildung A 10   Schematische Darstellung der epigenetischen Regulation und der daran beteiligten 
Moleküle.
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7.1 Epigenetische Regulation von L1CAM
Vorhergehende Arbeiten belegen, dass auch L1CAM durch epigenetische Mechanismen reguliert wird. 
Kuwajima und Kollegen belegten eine erhöhte Expression von L1CAM in B16-Bl6 Melanomzelllinien nach 
der Behandlung mit Trichostatin A (TSA) oder Butyrat. TSA und Butyrat sind bekannte Histondeacetylase-
Inhibitoren (HDACi) und induzierten sowohl auf  mRNA- als auch auf  Proteinebene eine L1CAM-Expres-
sion (Kuwajima et al., 2007). 
Die Arbeit von Kato belegte eine Induktion der L1CAM-Expression durch den DNA-Methyltransferase-
Inhibitor 5‘-AzaC in Kolonkarzinomzelllinien (Kato et al., 2009). Durch diese Behandlung konnte bei zwei 
L1CAM negativen Kolonkarzinomzelllinien ein Anstieg von L1CAM auf  mRNA- und Proteinlevel nachge-
wiesen werden. Bei den zwei positiven Zelllinien beobachtete man keinen Effekt durch die Behandlung. Die 
analysierten Patientenproben wiesen außerdem eine inverse Korrelation der Promotermethylierung mit der 
mRNA- und Protein-Expression auf  (Kato et al., 2009). In anderen Tumorentitäten wurde der Einfl uss der 
Epigenetik auf  die L1CAM-Expression bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht untersucht.
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8. Problemstellung
Die erlangten Erkenntnissen der letzten Jahre bestätigen die zentrale Rolle von L1CAM bei der Tumor-
progression in unterschiedlichen Entitäten. Es wurde gezeigt, dass L1CAM entscheidende zellbiologische 
Funktionen beeinfl usst und eine tumorfördernde Eigenschaft besitzt. So erhöht L1CAM die Zellmotilität 
und Chemoresistenz von Tumorzellen sowie das Tumorwachstum in der Maus (Sebens-Muerkoster et al., 
2008; Doberstein et al., 2011). Des Weiteren ist die L1CAM-Expression bei einigen Tumoren auf  die inva-
sive Front beschränkt. In diesem Bereich durchlaufen invadierende Zellen einen EMT ähnlichen Prozess 
(Fogel et al., 2003; Huszar et al., 2010). Trotz der zahlreichen Untersuchungen zu den biologischen Funktio-
nen des L1CAM-Moleküls, gibt es bis zum heutigen Zeitpunkt keine befriedigende Erklärung für die starke 
Expression von L1CAM in entarteten Zellen. Die bisherigen Erkenntnisse zur Regulation von L1CAM 
stammen zum größten Teil aus Versuchen neurobiologischen Untersuchungen. Dort wurde gezeigt, dass 
verschiedene Zytokin induzierte Signalwege zu eine Änderung der L1CAM-Expression beitragen. Im EK 
wird L1CAM hauptsächlich von den mit einer schlechten Prognose verbundenen Typ-II Karzinomen expri-
miert. Die Ursache für die Expression ist jedoch noch unklar.
Durch diese Arbeit sollten Mechanismen identifi ziert werden, welche zu der Überexpression in Tumor-
zellen beitragen. So sollte der Einfl uss der Zytokine TGF-β1 und HGF auf  die L1CAM-Regulation unter-
sucht werden. In diesem Zusammenhang wurde insbesondere auf  die Beteiligung von EMT assoziierten 
Transkriptionsfaktoren geachtet, deren Expression von dem EMT induzierenden Zytokin TGF-β1 abhän-
gen. Desweiteren ist es notwendig zu klären wie stark der Transkriptionsfaktor REST in die Regulation von 
L1CAM involviert ist. REST ist ein bekannter Repressor von neuronalen Differenzierungsgenen und ist 
während der Entwicklung an der Regulation von L1CAM beteiligt (Kallunki et al.,. 1997). In nicht neuro-
nalen Zellen ist REST zudem als Tumorsuppressor beschrieben. Ein direkter Einfl uss von REST auf  die 
L1CAM-Expression in Tumorzellen konnte allerdings bis heute nicht belegt werden.
Die epigenetischen Effekte sind ein weiterer wichtiger Aspekt in der Regulation von L1CAM. Sowohl 
Histonmodifi aktionen als auch DNA-Methylierung spielen eine entscheidende Rolle bei der Genregulation 
und beide Prozesse sind mit der Tumorprogression verbunden. Dabei sind die Histonmodifakationen in 
einer Zelle veränderbar und ermöglichen eine dynamische Regulation des Zielgens, während die DNA-
Modifi kation eine stabile vererbbare Repression über mehrere Zellgenerationen darstellt. Auch in EK wurde 
ein Zusammenhang zwischen geänderten DNA-Methylierungsmuster und Tumorprogression beschrieben.
Genaue Erkenntnisse über die Ursachen der geänderten L1CAM-Expression in EK sind gegebenfalls die 
Grundlage für eine gezielte Entwicklung pharmazeutischer Reagenzien zur spezifi schen Behandlung von 
L1CAM positiven Tumoren. 
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B  Material
1. Zelllinien
Name Charakterisierung und Ursprung Medium
AG6000 L1+ Peter Altevogt, Heidelberg, D; humane Ovarialkarzinomzellli-
nie mit humanen L1CAM transduziert
DMEM
AN3CA Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
RPMI-1640
ARK1 Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
RPMI-1640
ECC1 Blook L, Rotterdam NL; humane Endometrialkarzinomzell-
linie
DMEM/F12
EN1 Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
DMEM
Hec155 Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
RPMI-1640
Hec1A Blook L, Rotterdam NL; humane Endometrialkarzinomzell-
linie
MyCoy’s 5a
Hec1B Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
RPMI-1640
Ishikawa humane Endometrialkarzinomzelllinie, expremieren ER, epi-
thelialer Charakter
DMEM
IK ER- humane Endometrialkarzinomzelllinie, von 39-jähriger Frau, 
expremieren keinen ER, epithelialer Charakter
DMEM/HAM-F12
MFE296 Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
DMEM
MFE319 Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
DMEM
OVMz Altevogt P, Heidelberg; D humane Ovarialkarzinomzelllinie DMEM
RL 95-2 Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
RPMI-1640
SNG 11 Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
DMEM-F12
SNGM Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
DMEM-F12
SPAC1L Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
RPMI-1640
SPAC1S Konecney GE, UCLA, Kalifornien, USA; humane Endomet-
rialkarzinomzelllinie
RPMI-1640
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2. Medien und Mediensupplemente
Medium/Mediumsupplement Hersteller
Dulbecco’s Modifi ed Eagle Medium (DMEM) PAA Laboratories, Pasching A
DMEM/F12 PAA Laboratories, Pasching; A
MyCoy‘s 5A Medium mit Glutamin PAA Laboratories, Pasching; A
OPTI-MEM I Invitrogen, Karlsruhe; D
Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) PAA Laboratories, Pasching; A
Fötales Kälberserum Biochrom AG, Berlin; D
Natrium-Pyruvat Invitrogen, Karlsruhe; D
3. Inhibitoren
Inhibitor Zielmolekül Hersteller
5‘-Aza-2‘-deoxycytidine (Decitabin) Cytidinanalogon, inhibiert 
DNA-methyltransferasen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen; D
5‘-Azacytidin Cytidinanalogon, inhibiert 
DNA-methyltransferasen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen; D
Trichostatin A (TSA) inhibiert Klasse I und II His-
tondeacetylasen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen; D
Valproinsäure (VA) Inhibitor der Histondeacety-
lase 1
Sigma-Aldrich, Deisenhofen; D
4. Medienzusammensetzung
Medium Zusätze
DMEM 10 % FCS
DMEM/F12 10 % FCS
McCoy‘s 5A 10 % FCS
5 mM Glutamin
5 mM Natrium-Pyruvat
10 mM HEPES 
OPTI-MEM ohne
RPMI-1640 10 % FCS
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5. Zytokine
Zytokin Hersteller
HGF(rekombinant human)  Promokine, Heidelberg; D
TGF-β1rekombinant human)  Promokine, Heidelberg; D
6. Prokaryotische Zellen und Kulturmedien
6.1 Prokaryotischen Stämme
E.coli-Stamm Hersteller
E.coli XL1-blue U, Schirmer., DKFZ; Heidelberg
E.coli TOP 10 Invitrogen, Karslruhe; D
QIAGEN EZ Competent Cells Qiagen, Hilden; D
6.2 Kulturmedium
Kulturmedium Zusammensetzung
Luria-Bertani (LB) Medium 1,0 % Bactotrypton
0,5 % Hefeextrakt
0,5 NaCl
15 g Bactoagar / 1 l LB-Medium
Super Optimal Broth (S.O.C) 2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM Natriumchlorit
2,5 mM Kaliumchlorit
10 mM Magnesiumchlorit
20 mM Glukose
7. Antikörper und Farbstoff e
7.1 Primäre anti-human Antikörper
Name Spezies Isotyp Hersteller
β-Aktin Maus IgG1 Sigma Aldrich, München; D
β-Catenin Kaninchen polyklonal Sigma Aldrich Schnelldorf; D
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Name Spezies Isotyp Hersteller
E-cadherin Maus polyklonal BD; Heidelberg; D
GAP-DH Maus IgG1 Santa Cruz; USA
HA Kaninchen polyklonal AbCam, Cambridge; UK
Histon-H3 Kaninchen IgG Cell Signaling, Frankfurt; D
Histon-H3 acetyl (Lys18) Kaninchen IgG Cell Signaling, Frankfurt; D
L1CAM (L1-11A) Maus IgG1 Peter Aletvogt, Heidelberg; D
L1CAM (huL1-9.3-Ale-
xa488)
Maus IgG2a Peter Altevogt, Heidelberg; D
Mage 3A Kaninchen polyklonal Novus Biologicals, Littleton; USA
Mage 4A Maus IgG2b Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Ny-Eso-1 Maus IgG1 Invitrogen, Karlsruhe; D
REST Kaninchen polyklonal Millipore, Schwalbach; D
Slug Kaninchen monoklonal Cell Signaling, Frankfurt; D
Vimentin Maus monoklonal Invitrogen, Carlsbad; USA
7.2 Konjugierte sekundäre Antikörper
7.3 Isotypkontrollen
Isotyp Spezies Beschreibung Hersteller
IgG Kaninchen Cell Signaling, Frankfurt; D
IgG1 Maus APH 266.3 Gerd Moldenhauer, DKFZ; D
IgG2a Maus CL 18 Gerd Moldenhauer, DKFZ; D
7.4 Farbstoff e
Farbstoff Hersteller
DAPI (bisBENZIMIDE) Hoechst, Darmstadt; DE
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8. Chemikalien
Säuren, Basen sowie organische und inorganische Lösungsmittel wurden in analytischer Qualität von 
Applichem, Becton Dickinson, Bio-Rad, Calbiochem, Fluka, Gerbu, Baker, Merck, Pharmacia Biotech., 
Reidel-de Haen, Roth und Sigma-Aldrich bezogen.
Chemikalie  Hersteller
Acrylamid-/Methylbisacrylamid  Carl Roth, Karlsruhe; D
Ammoniumperoxodisulfat (APS)  Sigma, Deisenhofen; D
CASYton isotonische Lösung  Roche, Mannheim; D
Complete Mini Protease Inhibitoren  Roche, Mannheim; D
Chemilumineszenz Substrat  Amersham, Braunschweig; D
GelRed  Genaxxon Bioscience, Ulm; D
Heparin  Initrogen,  Karlsruhe; D
Milchpulver  Merck, Darmstadt; D
Mowiol 4-88  Merck, Darmstadt; D
Paraformaldehhyd (PFA)  Sigma-Aldrich, St.Louis; USA
PBS (Phosphat gepufferte Salzlösung)  Invitrogen, Karlsruhe; D
NuPage® LDS 4 x Sample Buffer Invitrogen, Karlsruhe; D
SDS Probenpuffer (NuPAGE)  Invitrogen, Karlsruhe; D
TEMED  Carl Roth, Karlruhe; D
β-Mercaptoethanol  Sigma, Deisenhofen; D
9. DNA modifi zierende Enzyme und Reagenzien
Enzym Hersteller
dNTPs (10mM pro) Fermentas, St.Leon-Rot; D
Hind III Fermentas, St.Leon-Rot; D
HotStarTaq DNA Polymerase Qiagen, Hilden; D
Kapa Hifi  DNA Polymerase Kapa Biosystems Inc., Woborn; USA
Kpn I Fermentas, St.Leon-Rot; D
Mlu I Fermentas, St.Leon-Rot; D
2x RedTaq Polymerase Mastermix Sigma-Aldrich, St.Louis; USA
Sgf  I Fermentas, St.Leon-Rot; D
T4 DNA Ligase Fermentas, St.Leon-Rot; D
Taq-Polymerase Bio & Sell, Feucht bei Nürnberg; D
10. Geräte und Materialen
Gerät Hersteller
Bakterienschüttler New Brunswick, Enfi eld; USA
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Gerät Hersteller
Blotkammer CTI GmbH, Idstein; D
Brutschrank Heraeus, Hanau; D
Durchfl usszytometer FACSCanto II® Becton Dickinson, Heidelberg; D
Elektrophoresekammer Bio-Rad, München; D
Feinwaage Mettler-Toledo, Giessen; D
Gefrierschrank -20°C Liebherr, Ochsenhausen; D
Gefrierschrank -70°C BioFreeze Sanyo, Südkorea
Gel Glasplatten Bio-Rad, München; D
Geldokumentation Infi nity 3000 Vilber Lourmat, Eberhardzell; D
Glashomogensiator 10 ml Wheaton, Millville; USA 
Heizblock „Thermomix“ Eppendorf  ,Hamburg; D
Homogenisator MP Fast-Prep® 24 MP-Biomedicals, Heidelberg; D
Kühlschrank Liebherr, Ochsenhausen; D
Magnetheizrührer Heidolph, Heidelberg; D
Messzylinder Vitlab, Großostheim; D
Mikroskop Leitz, Wetzlar; D
Mikroskop LSM300 Zeiss, Jena; D
Mikrowelle Sharp, Hamburg; D
Milli-Q-Wassereinigungssystem Millipore ,Eschborn; D
Nano-Drop Technologies ,Wilmington; USA
PCR Thermal Cycler DNA-Engine PTC-200 MJ Research ,Waltham; USA
Plattenluminometer Thermo Fisher Scientifi c, Waltham; USA 
Plattenphotometer  ELX800 (Elisa-Meßgerät) Tecan, Crailsheim; D
Probenkamm Bio-Rad, München; D
RT-PCR-Cycler 7300 RT-PCR System Applied Biosystems, Darmstadt; D
Scanner Perfection 3200 Photo Epson, Tokio, Japan
Sonifi er® S-450 A (Ultraschalsonifi zierer) Branson, Danbury; USA 
Sterilwerkbank Heraeus, Hanau; D
Vortex Reax 2000 Heidolph, Heidelberg; D
Western-Blot-Tank Bio-Rad, München; D
Zellzählgerät CASY1 Schärfe-System, Reutlingen; D
11. Kits
Kit Hersteller
AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit Qiagen, Hilden; D
EZ DNA-Methylation-Gold Kit Zymo Research, Orange; USA
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen, Hilden; D
Dual Luciferase® Reporter Assay System Promega, Madison; USA
First Strand cDNA Synthesis RevertAidTM H Mi-
nus Kit
Fermentas, St. Leon-Rot; D
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Kit Hersteller
Illustra MicroSpin G50 Columns GE Healthcare, Buckinghamshire; UK
miRNeasy Kit Qiagen, Hilden; D
Megaplex™ PreAmp Primer Applied Biosystems, Darmstadt; D
Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden; D
Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden; D
FastQuick MiniPrep Kit Qiagen, Hilden; D
PCR Cloning Kit Qiagen, Hilden; D
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden; D
QIAquick PCR Purifi cation Kit Qiagen, Hilden; D
QIAshredder Qiagen, Hilden; D
REDTaqTM ReadyMixTM PCR Reaction Mix Sigma-Aldrich, München; D
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden; D
Simple ChIP Enzymatic Crhromatin IP Kit Cell signaling Technology, Beverly; USA
SYBR Green I PCR Master Mix Applied Biosystems, Darmstadt; D
TaqMan®  Array Human MicroRNA A+B Cards 
Set v3.0
Applied Biosystems, Darmstadt; D
TaqMan® Universal MM II Applied Biosystems, Darmstadt; D
TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems, Darmstadt; D
12. Molekulare Marker (DNA, RNA & Protein)
Marker Hersteller
DNA Größenmarker (Fast RulerTM low range)  Fermentas, St.Leon-Rot; D 
DNA Größenmarker (GeneRulerTM 100 bp ladder)  Fermentas, St.Leon-Rot; D
DNA Größenmarker (GeneRulerTM 1 kb ladder)  Fermentas, St.Leon-Rot; D
DNA Ladepuffer (6x)  Fermantas, St.Leon-Rot; D
Molekulargewichtsmarker (Multicolor Broad Range)  Fermentas, St.Leon-Rot; D 
RiboRulerTM low range RNA ladder  Fermantas, St.Leon-Rot; D
RNA Ladepuffer (2x)  Fermantas, St.Leon-Rot; D
13. Plasmide
Name Charakterisierung Ursprung
pcDNA3 Mammalia Expressionsvektor mit CMV-Promoter Invitrogen, Karlsruhe; D
psDNA3.1 (+/-) Mammalia Expressionsvektor mit CMV-Promoter Invitrogen, Karlsruhe; D
pcDNA3-Slug Mammalia Expressionsvektor, beinhaltet codierenden 
Bereich der Slug-mRNA
Schäfer H, Kiel; D
pcDNA3-Slug-HA Mammalia Expressionsvektor, beinhaltet codierenden 
Bereich der Slug-mRNA mit HA-Tag
de Herreros, g., Barcelo-
ne; E
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Name Charakterisierung Ursprung
pCMV6-XL4 Mammali Expressionsvektor mit CMV-Promoter P. Rameshwar, New 
Jersey; USA
pCMV6-RX4 Mammalia Expressionsvektor, beinhaltet codierenden 
Bereich der REST-mRNA
P. Rameshwar, New 
Jersey; USA
pCMV-MIR Mammalia GFP-Expressionsvektor mit CMV-Pro-
moter
OriGene, Rockville;  
USA
pCMV-MIR-miRNA 
Genlokus
Mammalia GFP-Expressionsvektor mit CMV-Pro-
moter, beinhaltet genomische Sequenz der entspre-
chenden miRNAs; miR-519; miR-1271; miR-512; 
miR-34a; miR-589; miR-625; miR-1293; miR-222* 
Schirmer U., DKFZ, 
Heidelberg; D
pLightSwitch_3‘UTR Mammalia Expressionsvektor mit konstitutiven 
Promoter, beinhaltet den codierenden Bereich der 
Renilla-mRNA
SwitchGear Genomics, 
Menlo Park; USA
pLightSwitch_
L1CAM-3‘UTR
Mammalia Expressionsvektor mit konstitutiven Pro-
moter, beinhaltet codierenden Bereich der Renilla-
mRNA mit 3’-UTR von L1CAM-mRNA
SwitchGear Genomics, 
Menlo Park; USA
pGL3-basic Vektor ohne Promoter- oder Enhancersequenzen, 
beinhaltet den codierende Bereich der Firefl y-Luzif-
erase-mRNA
Promega, Mannheim; D
pGl3-SV40 Mammalia Expressionsvektor mit SV40-Promoter, 
beinhaltet den codierende Bereich der Firefl y-Luzif-
erase-mRNA
Promega, Mannheim; D
pDrive clonig vector Mammalia Expressionsvektor mit konstitutiven Pro-
moter und LacZ-Gen
Qiagen, Hilden; D
14. Primer
14.1 Primer zur quantitativen Detektion
Alle humanen Primer wurden soweit nicht anders angegeben von dem Hersteller Sigma-Aldrich bezogen.
Primer Sequenz (5’-3’)
DNMT1 forward
reverse
5‘-AAGAACGGCATCCTGTACGGAGTT-3‘
5‘-TGCTGCCTTTGATGTAGTCGGAGT-3‘
E-cadherin forward
reverse
5`-ATGCTGAGGATGATTGAGGTGGGT-3`
5`-CAAATGTGTTCAGCTCAGCCAGCA-3`
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Primer Sequenz (5’-3’)
GAPDH forward
reverse
5`-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3`
5`-TTCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3`
L1CAM forward
reverse
5`-ATCGTACGGGAAGGAGGCACTATG-3`
5`-CTTGATGTCCCCGTTGAGCGAT-3`
Mage 3A forward
reverse
5‘-AGCAAAGCTTCCAGTTCCTTGCAG-3‘
5‘-ACAGTCGCCCTCTCTTGCGATTAT-3‘
Mage 4A forward
reverse
5‘-TAATCCTGCGCGCTATGAGTTCCT-3‘
5‘-TGACCACATGCTCCAGGACTTTCA-3‘
NY-Eso-1 forward
reverse
5‘-TGAGTTCTACCTCGCCATGCCTTT-3‘
5‘-TCGGATAGTCAGTATGTTGCCGGA-3‘
REST forward
reverse
5‘-CGCCATGCAAGACAGGTTCACAAT-3‘
5‘-AGCTGCATAGTCACATACAGGGCA-3‘
Slug forward
reverse
5‘-ATA TTC GGA CCC ACA CAT TAC CT 3`
5` GCA AAT GCT CTG TTG CAG TGA 3`
Vimentin forward
reverse
5`-AGAACCTGCAGGAGGCAGAAGAAT-3`
5`-TTCCATTTCACGCATCTGGCGTTC-3`
14.2 Primer zur quantitativen Detektion der Chromatin Immunopräzipitation
Alle humanen Primer wurden soweit nicht anders angegeben von dem Hersteller Sigma-Aldrich bezogen. 
Die E-Box-Primer sind entsprechend ihrer chromosomalen Lokalisation zum Startcodon des L1CAM-
Gens aufgelistet. Der E-Box 1-Primer ist demnach der am nächsten gelegene Primer.
Primer Sequenz (5’-3’)
E-Box 1 forward
reverse
5‘-CCCAGAGAAGACACACCACA-3‘
5‘-CAACTTGTTGCCCCATCA-3‘
E-Box 2 forward
reverse
5‘-GCCCAGCCCTAATTTTGTATT-3‘
5‘-AAAATAAAAGGCCAGGCACA-3‘
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Primer Sequenz (5’-3’)
E-Box 3 forward
reverse
5‘-CCCCCTCTTTCAGACCCTTA-3‘
5‘-GGGACATTTTCCGTGACAGT-3‘
E-Box 4 forward
reverse
5‘-TGGGATTTTCTGGGTGCTT-3‘
5‘-ACGCAACAGAGCATCAAGG-3‘
E-Box 5 forward
reverse
5‘-GTCCACTCAGTGCATGGTCA-3‘
5‘-GATTCCTGCTGCGGGTAG-3‘
E-Box 6 forward
reverse
5‘-AACACGCTGAGGACGAAG-3‘
5‘-GAAGGGGATGCTCCCTTAG-3‘
E-Box 7 forward
reverse
5‘-GTTTCCTCTGCTGTCACCTG-3‘
5‘-CCATAGTGCCAGCTTCAGTT-3‘
E-Box 8 forward
reverse
5‘-GCTGTGCTCAGGAAATGTGA-3‘
5‘-CCCAACTTCTGCAAATCCTT-3‘
E-Box 9 forward
reverse
5‘-GTAACACTCACCGCGAAGGT-3‘
5‘-TTGAACTCCTGGGCTCAAGT-3‘
RE-1/L1CAM forward
reverse
5‘-TCCTCACCTTCTCCCTGTTC-3‘
5‘-TACCCAACGTCCTGGCTATC-3‘
RE-1/SNAP25 forward
reverse
5‘-GGGTGCTATTATCCAGGGAAG-3‘
5‘-CAGGCGGCATAAATCAAGTC-3‘
RE1/Synaptophysin forward
reverse
5‘-CGACTCTGGGAGGTGGTG-3‘
AGCGCACTCCTTTTCTCCA
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Primer Sequenz (5’-3’)
neg+7000 bp forward
reverse
5‘-GGGACTTTATGTCTCCCCTCTT-3‘
5‘-TCAGTTCGAAGCCTTCTTGC-3‘
14.3 Primer zur Amplifi zierung von mRNA oder genomischer DNA
Primer Sequenz (5’-3’) Modifika-
tion
NRSF forward
reverse
5‘-GAGCGAGTATCACTGGAGGAAACATTT-3‘
5‘-ATAGTCACATACAGGGCAATTGAACTGC-3‘
sNRSF reverse 5‘-CATTCAGTGGGGTATGGATACC-3‘
insert miR34a forward
reverse
5‘-GAGGCGATCGCCCCTCCCTGCAGCCCAACC-3‘
5‘-GCGACGCGTGACAGGCCTTCCTGCATAGT-3‘
Sgf  I-Motiv
Mlu I-Motiv
insert 1293 forward
reverse
5‘-GAGGCGATCGCCCTCTCAGCAGTTTGAGAGACCAA-3‘
5‘-GCGACGCGTTGTTTGGCATTTAAGGAAAAAT-3‘
Sgf  I-Motiv
Mlu I-Motiv
insert 512-3p forward
reverse
5‘-GAGGCGATCGCCCTGGGCAACAGAGCAAGACTA-3‘
5‘-GCGACGCGTAGATCCAAGAACCCGCTTTT-3‘
Sgf  I-Motiv
Mlu I-Motiv
insert 1271 forward
reverse
5‘-GAGGCGATCGCCCACACTTCCAGCATGCTCTCC-3‘
5‘-GCGACGCGTCACAGCCATTCTCCATTCAG-3‘
Sgf  I-Motiv
Mlu I-Motiv
insert 629 forward
reverse
5‘-GAGGCGATCGCCCTAAGCCAGCTTTCCATTTCC-3‘
5‘-GCGACGCGTCAGGGCAAGTCCTCTCTCAT-3‘
Sgf  I-Motiv
Mlu I-Motiv
insert 589 forward
reverse
5‘-GAGGCGATCGCCCCCTAGGTCACATGGCTGCTT-3‘
5‘-GCGACGCGTGAGCGACTCCTTCCTGCAC-3‘
Sgf  I-Motiv
Mlu I-Motiv
insert 519d forward
reverse
5‘-GAGGCGATCGCCCCAGCTCAAAGTCCATTGCTG-3‘
5‘-GCGACGCGTTGGGTCACAGAGCAAGACTG-3‘
Sgf  I-Motiv
Mlu I-Motiv
insert 222* forward
reverse
5‘-GAGGCGATCGCCCTTTGTTTGCTGCTGGATCTC-3‘
5‘-GCGACGCGTTTTGTTTGCTGCTGGATCTC-3‘
Sgf  I-Motiv
Mlu I-Motiv
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Primer Sequenz (5’-3’) Modifika-
tion
insert 625 forward
reverse
5‘-GAGGCGATCGCCCTGCTCTCTGCTTGACTGTGC-3‘
5‘-GCGACGCGTAGGAGCCCTACCAGGTTCTC-3‘
Sgf  I-Motiv
Mlu I-Motiv
insert 1285-1 forward
reverse
5‘-GAGGCGATCGCCCACCTTGCTTTTGGGTCATT-3‘
5‘-GCGACGCGTGGGGCATTTCTCCTTCATTT-3‘
Sgf  I-Motiv
Mlu I-Motiv
14.4 Primer und TaqMan-Probe für MethyLight-Reaktion
Die Primer und Proben gegen die entsprechende Sequenz wurden mit Hilfe des Programms Primer Ex-
press 2.0 von Applied Biosystems ausgewählt.  
Primer/Probe Sequenz (5’-3’)
L1CAM-ML forward 5‘-AATACTCCCTTAACCTCGACCTAACC-3‘
reverse 5‘-GGCGTTGCGTGTAGGTGTT-3‘
Hybrdisierungsprobe 5‘-TCGACGACGCCGACCAACGAT-3‘
14.5 Primer zur Amplifi kation Bisulfi tbehandelter DNA
Primer Sequenz (5’-3’)
L1CAM-CpGI-1.1 forward
reverse
5‘-TTAGAGAGTTGGAGGAAAATTTG-3‘
5‘-ACACACACACACAAAACAAAAC-3‘
L1CAM-CpGI-1.2
L1CAM-CpGI-1.2
forward
reverse
5‘-GAGTTTTGTTTTGTGTGTGTGTG-3‘
5‘-CACCCTAACCCCTAATACCAAC-3‘
L1CAM-CpGI-2.1
L1CAM-CpGI-2.1
forward
reverse
5‘-AGTAGTTGAAGGGAGTTTGG-3‘
5‘-TAAAAAAAACCCAAAACCTC-3‘
15. siRNA Sequenzen
Alle humanen small interfering RNAs (siRNA) wurden soweit nicht anders angegeben von dem Herstel-
ler Eurofi ns MWG Operon in Ebersberg, Deutschland bezogen.
Name Sequenz
siDNMT1 sense 5‘-AGA-CCA-GGA-UGA-GAA-GAG-A-3‘
siGFP sense 5`-GGC-UAC-GUC-CAG-GAG-CGC-ACC-3`
siREST sense 5’-AGA-GAU-GGA-UGU-GCA-UAC-ATT-3’
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Name Sequenz
siSlug sense 5`-GCA-UUU-GCA-GAC-AGG-UCA-ATT-3`
16. Soft ware
Name Hersteller
Adobe® Illustrator CS5  Adobe Systems Inc., San Jose; USA
Adobe® Photoshop CS5 Adobe Systems Inc., San Jose; USA
Alibaba 2.1 Biobase, Wolfenbüttel; D
BiQ Analyzer Bock, M., MPI Freiburg; D
CpG island searcher WWW.uscnorris.com/cpgislands/cpg.cgi
FlowJo™ 4.3 TreeStar, San Carlo; USA
GraphPadPrism™ 5.0 GraphPad, Software Inc.; USA
Microsoft® Offi ce Microsoft Corporation, Redmond; USA
Microsoft® Excel Microsoft Corporation, Redmond; USA
Sequence Detection Software Applied Biosytems, Darmstadt;D
Zen Mikroskop Imaging Software Zeiss, Jena; D
17. Verbrauchsmaterialien
Materialbezeichnung Herstelle
96-Well Plate für Real-Time PCR Applied Biosystems, Darmstadt; D
Biodyne® B-Membran Pall, New York; USA
Blotfi lter Whatman® Carl Roth, Karslruhe; D
Deckgläschen rechteckig VWR, Darmstadt; D
Deckgläschen rund Carl Roth ,Karslruhe; D
Einmalspritzen ohne Nadel 5-50 ml Terumo ,Eschborn; D
FACS-Röhrchen BD Bioscience, New Jersey; USA
Filterpipettenspitzen Starlab, Ahrensburg; D
Flachbodenplatten 6- und 96-Well TPP, Trasading; CH
Glasobjektträger 76 x 26 mm Mattrand Langenbrink, Emmendingen; D
Glaspasteurpipetten 150 mm WU, Mainz; D
Hyperfi lm ECL GE Healthcare, Buckinghamshire; UK
Pipettenspitzen Starlab, Ahrensburg; D
PVDF-Membran Millipore, Eschborn; D
Reaktiongefäße 0,5 1,5 und 2 ml Eppendorf; D, Hamburg; D
Sterilfi lter 0,22 μm Millipore, Eschborn; D
Zellkulturfl aschen 25, 75, und 150 cm2 TPP, Trasadingen; CH
Zellkulturschalen 100 x 15 mm2 TPP, Trasadingen; CH
Zellkulturschalen 150 x 20 mm2 TPP, Trasadingen; CH
Zellkulturschalen 6 x 15 mm2 TPP, Trasadingen; CH
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Zellschaber TPP, Trasadingen; CH
Zentrifugenröhrchen 15 und 50 ml TPP, Trasadingen; CH
18. Versuchstiere
Von adulten transgenen C57BL/6 Mäusen wurden Gewebeproben oder Blut für weitere Experimente 
entnommen.
19. Lösungen und Puff er
Puffer
5x Blot Transferbuffer Glycine
Tris-HCl, pH8
190 mM 
50 mM
1x Blot Transferbuffer
 
5x Blot transfer buffer
Methanol
ddH2O
100 ml
100 ml
300 ml
50x TAE Tris
Eisessig
0,5 M EDTA, pH 8,0
ad 1 l H2O, pH 8,5
242 g
57,1 ml
100 ml
Blockpuffer Milchpulver
BSA
TBS
4,5 g
0,5 g
add 100 ml
FACS-Puffer 1 x PBS
BSA
50 ml
3% (m/v)
Lysepuffer TBS
Probenpuffer NuPage
1 Tablette Boeringer complete
7,5 ml
2,5 ml
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Puffer
PBS (pH 7,4) NaCl
KCl
KH2PO4
NaH2PO4 x 12H2O
in ddH2O
140 mM
2,6 mM
8 mM
1,5 mM
PBS/EDTA EDTA
in PBS
5 mM
SDS-Page Laufpuffer Tris-HCL, pH 8,3
Glycin
SDS
in dd H2O
25 mM
190 mM
0,1 %
TAE-Puffer pH 7,4 Tris  
NaAcetat
EDTA
2,0 M
1,0 M
50 mM
TBS Tris-HCl, pH 8.0  
NaCl
in ddH2O
10 mM
150 mM
TBS/Tween-Waschpuffer 0,05 % Tween 20 in TBS (v/v)
TE-Puffer Tris-HCl, pH 7,5
EDTA
10 mM
1 mM
Tail-Puffer Tris-HCl pH 8,5
NaCl
EDTA
SDS
100 mM
200 mM
5 mM
0,2 %
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C  Methoden
1. Zellbiologische Methoden
1.1 Kultivierung humaner Karzinomzelllinien
Die Endometrial- und Ovarialkarzinomzelllinien wurden in sterilen 75 cm2 oder 175 cm2-Kulturfl aschen, 
bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit in entsprechendem Medium kultiviert. 
Zur Subkultivierung wurde zunächst der Zellkulturüberstand des Monolayers abgenommen, die Zellen 
einmal mit 10 ml PBS gewaschen und anschließend mit  10 ml 5mM PBS/EDTA vom Boden der Kulturfl a-
sche abgelöst. Hierfür wurden die Flaschen mit den Zellen für 10 min in den Zellinkubator gestellt. Danach 
wurden die Zellen bei 1200 rpm abzentrifugiert und in neuem Medium aufgenommen. Die Zellen wurden 
in frischem Medium resuspendiert und je nach Zellmenge im Verhältnis 1:5 oder 1:7 gesplittet. Anschlie-
ßend wurden die Zellen in eine Kulturfl asche mit 20 ml frischen Medium gegeben. 
1.2 Bestimmung der Zellzahl und Vitalität
Die Zellzahlbestimmung einer Zellsuspension erfolgte mit Hilfe des CASY® Zellzahlgerätes. In diesem 
System erfolgt die Messung der Zellzahl, -größe und Viabilität über ein Spannungsfeld. Durch die zugeord-
nete Zellgröße konnten später die Zellbestandteile und toten Zellen aussortiert werden. Zur Herstellung 
einer Zellsuspension wurden die Zellen wie oben beschrieben mit 5 mM PBS/EDTA abgelöst und in Me-
dium aufgenommen. Dann wurden 10 μl der Zellsuspension in 10 ml CASYton-Puffer (Innovatis, Reutling) 
verdünnt. Anschließend erfolgte die Messung.
1.3 Kryokonservierung humaner Zellen
Die Zellen einer 75 cm²-Kulturfl asche wurden abgelöst, wie unter 4.1.2 beschrieben, zentrifugiert und 
das Zellpellet in 5 ml Kryokonservierungs-Medium (Kulturmedium mit 10  % (v/v) DMSO) aufgenom-
men. Die 5 ml Zellsuspension wurden auf  drei 1,8 ml Kryokonservierungröhrchen verteilt und 30 min auf  
Eis inkubiert. Anschließend wurden die Röhrchen über Nacht in eine mit Isopropanol gefüllte Einfrierbox 
bei -80°C gestellt, was ein langsames Abkühlen der Zellen (1°C/Minute) ermöglichte. Dieses schonende 
Verfahren erhöht die Zahl der überlebenden Zellen nach dem Auftauen. Am folgenden Tag wurden die 
Zellen in fl üssigen Stickstoff  überführt und dort bis zum weiteren Gebrauch aufbewahrt. 
1.4 Auft auen kryokonservierter Zellen
Zunächst wurde das entsprechende Kulturmedium bei 37°C vorgewärmt. Die kryokonservierten Zellen 
in 1,8 ml Kryokonservierungs-Röhrchen wurden in der Hand langsam aufgewärmt und anschließend in 
ein 15ml Schraubdeckelröhrchen mit 10 ml vorgelegtem Kulturmedium überführt. Anschließend wurden 
sie gut resuspendiert und die Zellsuspension bei 1200 Upm für 5min abzentrifugiert, um das cytotoxische 
DMSO zu entfernen. Das resultierende Zellpellet wurde in 15 ml frischen Mediums aufgenommen und in 
eine 75 cm²-Kulturfl asche überführt.
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1.5 Cytokinbehandlung von endometriumkarzinom Zellen
Für die Behandlung mit unterschiedlichen Wachstumsfaktoren wurden von jeder Zelllinie 5x104 Zellen 
in einem Ansatz einer 6-Well-Platte ausgesät. Die Zellen wurden in 2 ml Medium unter den angegebenen 
Bedingungen (s. 2.1.a) kultiviert. 24 h nach dem Aussäen wurde die Behandlung begonnen. Die Cytokin-
Endkonzentration in jedem Ansatz betrug 10 ng/ml. Die Behandlung wurde für 10 Tage durchgeführt, 
wobei die Cytokine alle 24 h frisch zum Medium gegeben wurden. Alle 3 Tage wurde ein Mediumwechsel 
durchgeführt und die Zellen bei Bedarf  subkultiviert. 
1.6 Inhibitorbehandlung von Karzinomzelllinien
Die ausgesäte Zellzahl zu Beginn der Behandlung war abhängig von der Zelllinie, Kultivierungsgefäß und 
verwendetem Inhibitor. Alle Zelllinien wurden in der Regel so ausgesät, dass sie vor Beginn der Behandlung 
eine Konfl uenz zwischen 60-70 % erreichten. Der Behandlungszeitraum variierte je nach verwendetem Re-
agenz. Die Behandlungen mit den DNA-Methyltransferaseinhibitoren erstreckte sich über einen Zeitraum 
von 5 Tagen und die Zugabe der Inhibitoren erfolgte täglich. Die normale Endkonzentration im Medi-
umvolumen betrug sowohl bei 5‘-Azacytidin (AZA) als auch bei 5‘-Aza-2‘-Deoxycytidin (Decitabin, Dec) 
5 μM. AZA wurde in serumfreien Medium (OpitMEM) und Decitabin in DMSO gelöst. Die Histondeace-
tylase-Inhibitoren Trichostatin A (TSA) und Valproinsäure (VA) wurden beide in DMSO gelöst und die 
Behandlungsdauer mit den Inhibitoren betrug jeweils 24 h. Die Endkonzentration von TSA betrug 500 nM 
während die der VA varrierte. Über die Behandlungsdauer mit dem entsprechenden Inhibitor wurden die 
Zelllinien unter den angegebenen Bedingungen inkubiert (s. 2.1.a)    
2. Transiente Transfektion 
2.1 Transiente Transfektion mit JetPei
JetPeiTM (PolyPlus-Transfektion, Hamburg) ist ein lineares Polyethylenimin, welches DNA in positiv ge-
ladene Partikel komplexiert. Die so gebildeten Partikel binden an die negativ geladenen Proteoglykane und 
können endozytiert werden.
Für die Transfektion wurden je nach Kulturgefäß eine entsprechende Zellzahl ausgesät und für 24 h 
inkubiert, um die Zellen adherieren zu lassen. Je nach Zellmenge wurde ein entsprechendes Volumen der 
DNA-Lösung (1 μg/μl) und des JetPei-Reagenz in einer 150 mM NaCl-Lösung verdünnt. Danach wurde 
die Jet-Pei-Verdünnung zu der DNA-Verdünnung gegeben, gemischt und kurz abzentrifugiert. Der Ansatz 
wurde daraufhin für 30 min bei RT inkubiert. Während des Inkubationszeitraums wurde in den Kulturgefä-
ßen das Medium gewechselt. Der Transfektionsansatz wurde nach der Inkubationszeit tröpfchenweise auf  
die Zellen pipettiert und die Zellen für 48 h inkubiert. 
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Kulturschalen-durch-
messer (Zellzahl)
DNA Menge [μl], 
(NaCl-Lösung in μl)
Volumen JetPei [μl], 
(NaCl-Lösung in μl)
Gesamtvolumen 
Transfektionsansatz 
(μl)
Volumen 
Kulturmedi-
um (ml)
6 Well
(1 x 105)
3 (97) 7  (93) 200 1,8
10 cm
(5 x 105)
7 (493) 15  (485) 1000 9,0
10 cm
(3 x 106)
18 (982) 40  (960) 2000 18,0
Tabelle C 1   Ansatz für die Transfektion mit JetPei-Transfektionsreagenz
2.2 Transiente Transfektion mit Oligofectamin
Oligofectamin wurde zur Transfektion von Zellen mit siRNA eingesetzt. RNA Interferenz ist eine ge-
läufi ge Methode zum knock-down von spezifi schen Genprodukten. Der Mechanismus welcher zu kleinen 
doppelsträngigen RNAs, den so genannten short interfering RNAs (siRNAs) führt, wird als RNA interference 
(RNAi) bezeichnet. Bei dieser Methode werden direkt siRNAs in die Zelle gebracht und über einen En-
zymkomplex einzelsträngige RNA gebildet. Entsprechend ihrer Sequenz wird über einen weiteren Enzym-
komplex die Bindung der einzelsträngigen RNA an eine komplementäre mRNA vermittelt. Auf  diesen Weg 
werden Gene „abgeschalten“, indem die spezifi sche mRNA markiert und degradiert wird. Dies dient einer-
seits als Schutz vor Fremd-RNA, z.B. bei viraler Infektion, und andererseits der zellinternen Regulierung.
Das Oligofectamin-Reagenz ist ein positiv geladenes Lipid, welches stabile Komplexe mit Oligonuk-
leotiden bildet. Es kommt zu einer stabilen, nicht toxischen Transfektion mit den Oligonukleotiden über 
Endocytose.
siRNA-Transfektionen wurden sowohl in 6-Well-Platten als auch in 10 cm Schalen durchgeführt. 24 h 
vor der Transfektion wurden 1x105 pro 6-Well und 5x105 Zellen pro 10 cm Schale ausgesät. Für die Trans-
fektion wurde eine Verdünnung der siRNA in Oligofectamin hergestellt. Pro 6 Well wurden 2 μl siRNA mit 
183 μl OptiMem Medium und pro 10 cm Schale wurden 18 μl siRNA mit 1650 μl OptiMem gemischt. Das 
Oligofectamin wurde ebenfalls in OptiMem Medium verdünnt. 3 μl Oligofectamin in 12 μl OptiMem pro 
6 Well und 27 μl Oligofectamin in 108 μl OptiMem pro 10 cm Schale. Die Oligofectaminverdünnung wur-
de anschließend für 5 min bei RT inkubiert, anschließend zur siRNA-Verdünnung gegeben, gemischt und 
abzentrifugiert. Nach dem Mischen wurde der Ansatz zur Komplexbildung für 25 min bei RT inkubiert. 
Während der Komplexbildung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit OptiMem-Medium 
versetzt. 800 μl Medium wurden in ein 6 Well pipettiert und 7,2 ml in eine 10 cm Schale. Nach der Inku-
bation wurde der siRNA-Oligofectamin-Ansatz auf  die Zellen gegeben und anschließend für 4 h unter 
Zellkultur-Standardbedingungen inkubiert. Abgestoppt wurde die Reaktion mit 500 μl 30% FKS OptiMEM 
pro 6 Well und 4,5 ml 30% FKS OptiMem pro 10 cm Schale. 
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2.3 Transiente Transfektion mit FuGene® Reagenz
FuGene®  ist ein nicht-liposomales Reagenz für die Transfektion von eukaryotischen Zellen mit DNA.
Das Aussäen der Zellen erfolgte im entsprechenden Kulturgefäß so, dass nach 24 h Inkubation eine 80 
%-ige Konfl uenz erreicht wurde. Der Transfektionsansatz setzte sich aus serumfreien Medium (OptiMEM), 
dem FuGene®-Reagenz und der DNA zusammen. Das optimale DNA/Reagenz m/v-Verhältnis betrug 
1:3 und das Ansatzvolumen war vom Mediumvolumen abhängig. Vor dem Zusammenpipettieren mussten 
sowohl das serumfreie Medium als auch das FuGene®-Reagenz auf  Raumtemperatur vorgewärmt werden. 
Nach dem erreichen der nötigen Temperatur wurde zunächst das OptiMEM-Medium in ein Reaktionsge-
fäß vorgelegt und anschließend die DNA zum Medium pipettiert. Der OptiMEM/DNA-Mix wurde leicht 
gevortext und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe des Transfekti-
onsreagenz. Hier war darauf  zu achten, dass die Pipettenspitze nicht den Rand des Reaktionsgefäßes be-
rührte und das Reagenz direkt in die Flüssigkeit gegeben wird. Der DNA/OptiMEM/FuGene®-Mix wurde 
resuspendiert und für 5-15 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der Transfektionsansatz 
tröpfchenweise auf  die Zellen pipettiert und die Zellen für 48 h inkubiert. 
Das FuGene®-Reagenz wurde bei der transienten Transfektion der miRNA-Überexpressionsvektoren 
zusammen mit den Luziferase-Reportervektoren eingesetzt  
Kulturschalen-
durchmesser 
(Zellzahl)
miRNA-GFP-
Vektor 1 μg/μl
Renilla-Plasmid 
(LightSwitch)     
1 μg/μl
Luziferase-Plas-
mid (pGL3-basic) 
100 ng/μl
Volumen 
FuGene  
Gesamt-
volumen
Medi-
umvolu-
men
12 Well
(1,5 x 105)
0,83 μl 0,5 μl 0,1 μl 4 μl 75 μl 1,0
6 Well
(3 x 105)
1,66 μl 1,0 μl 0,2 μl 6 μl 200 μl 2,0
Tabelle C 2   Ansatz zur Transfektion mit dem FuGene® Transfektionsreagenz
2.4 siRNA-Transfektion mit INTERFERin®
INTERFERin® ist ein Transfektionsreagenz zur transienten Transfektion von siRNAs. Für eine siRNA-
Transfektion wurden die Zellen 24 h vor der Transfektion in einem entsprechenden Kulturgefäß so ausge-
sät, dass sie eine Konfl uenz von 50 % erreichten. Die Endkonzentration der siRNA betrug pro Ansatz 10 
nm. Je nach Zell- und Mediummenge wurde ein entsprechendes Volumen serumfreies Medium (OptiMEM) 
in ein Reaktionsgefäß vorgelegt. Anschließend erfolgte die Zugabe der siRNA und ein sofortiges resuspen-
dieren des Ansatzes. Danach wurde das Transfektionsreagenz zu dem OptiMEM/siRNA-Ansatz pipettiert 
und erneut resuspendiert. Der Medium/siRNA/Interferin-Mix wurde anschließend für mindestens zehn 
und maximal 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Während der Inkubation erfolgte ein Mediumwechsel 
bei den zu transfi zierenden Zellen. Nach der Inkubation wurde das entsprechende Volumen des Transfek-
tionansatzes tröpchenweise in das Medium pipettiert und für 72 h unter den angegebenen Bedingungen 
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(s.2.1.a). Im Falle der DNMT1-siRNA wurde die Transfektion nach 48 h unter den gleichen Bedingungen 
bei bereits transfi zierten Zellen wiederholt. Die Inkubation nach der zweiten Transfektion erfolgte wieder 
über einen Zeitraum von 72 h. 
Kulturschalendurch-
messer (Zellzahl)
siRNA sense-anti-
sense (pmol)
Volumen IN-
TERFERin® 
Volumen Transfek-
tionsansatz
Mediumvolumen
6-Well (1,25 x 105) 22 4 μl 200 μl 2 ml
6 cm (3 x 105) 44 8 μl 400 μl 4 ml
10 cm (1 x 106) 132 24 μl 1 ml 10 ml
Tabelle C 3   Ansatz zur Transfektion mit dem Interferin®-Reagenz
3. Immunbiologische Methoden
3.1 Durchfl usszytometrie
Die Durchfl usszytometrie ist eine Methode zur Charakterisierung von mikroskopischen Partikeln (Coons 
et al, 1995) in einem Flüssigkeitsstrom. Ein weiter entwickeltes Verfahren ist die so genannte Fluores-
zenzaktivierte Zellsortierung (fl uorescenc activated cell sorting), welche zuerst durch Park und Herzenberg 
1984 (Park et al, 1984) beschrieben wurde. In diesem Fall wurden die Zellen auf  Grund ihrer spezifi schen 
Lichtbrechung und Fluoreszenzcharakteristik voneinander getrennt. Die unterschiedliche Lichtbeugung 
und Lichtstreuung geben dabei Auskunft über Größe und Granularität der Zellen. Durch Verwendung von 
Fluorochrom-markierten Antikörpern können die Zellen ebenfalls auf  spezifi sche Expressionsmuster von 
Oberfl ächen- oder intrazellulären Proteinen untersucht werden. Bei dieser Methode werden die Zellen in ei-
nem Flüssigkeitsstrom an einen Laser vorbeigeleitet, die Fluorochrome durch den Laser angeregt und diese 
emittieren dann Licht einer bestimmten Wellenlänge. Je höher die Expression des Antigens, desto höher die 
Anzahl der detektierten Photonen durch den Photomultiplier.  Die durchfl usszytometrische Untersuchung 
wurde mit Hilfe des Durchfl usszytometers FACSCantoII gemessen. Pro Experiment wurden 105 Ereignisse 
aufgenommen und anschließend mittels Flow.Jo 8.6.1–Software analysiert. Pro Ansatz wurden 2x106 Zellen 
zweimal mit gekühltem FACS-Puffer (je 500 μl) gewaschen und bei 300 x g für 5 min abzentrifugiert. Das 
Zellsediment wurde in 100 μl Endobolin (2,5 mg/ml) aufgenommen und für 10 min auf  Eis inkubiert. 
Endobolin enthält humanes IgG, welches an Fc-Rezeptoren bindet und somit alle unspezifi schen Bin-
destellen für die Fluorophor-konjugierten Sekundärantikörper blockiert. Die Zellen wurden anschließend 
mit eiskaltem Facs-Puffer gewaschen und in 50-100 μl Antikörperverdünnung (in FACS-Puffer) für 30 min 
auf  Eis inkubiert. Bei einer indirekten Färbung wurden die Zellen noch zweimal mit eiskaltem Facs-Puffer 
gewaschen, um überschüssigen Primärantikörper zu entfernen. Danach wurden 100 μl der entsprechenden 
Sekundärantikörper-Lösung zugegeben und es erfolgte erneut eine Inkubation für 30 min auf  Eis. Die nicht 
gebundenen sekundären Antikörper wurden erneut durch zweimaliges Waschen mit FACS-Puffer entfernt. 
Bei direkter Färbung erfolgte nach der Antikörperinkubation das zweimalige Waschen. Die gewaschenen 
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Zellen wurden nach direkter oder indirekter Färbung in 200 μl Facs-Puffer aufgenommen. Die sekundären 
Ziege-anti-Maus Antikörper mit Phycoerythrin konjugiert wurden abschließend 1:300 verdünnt.
3.2 Immunfl uoreszenzmikroskopie
Die Immunfl uoreszenzmikroskopie wurde zur nukleären Translokation von REST verwendet.  Für die 
Immunfl uoreszenzfärbung wurden zunächst eine 12-Well-Platte und die benötigte Anzahl runder Deck-
gläschen unter Verwendung von UV-Licht für 20-30 min sterilisiert. Während der Sterilisation erfolgte das 
Auszählen der Zellen und es wurden pro Well 5 x 104  Zellen pro Well auf  das Deckgläschen pipettiert. Um 
Zentralisierungseffekte zu vermeiden wurde das Medium danach auf  die Zellsuspension pipettiert. Dabei 
war daruf  zu achten das das Deckgläschen im Well nicht aufschwimmt. Anschließend wurden die Zellen für 
24 h unter den angegebenen Bedingungen inkubiert (s. 2.1.a). 
Nach der Inkubation konnten die adherenten Zellen für die Färbung verwendet werden. Zum Waschen 
der Zellen wurde das Medium abgesaugt und 500 μl PBS in das Well pipettiert. Danach wurden die Zellen 
mit einer 3 %-igen Paraformaldehyd/PBS-Lösung für 15 min bei RT fi xiert. Durch zweimaliges waschen 
wurden die restlichen Bestandteile der Fixierlösung entfernt und es erfolgte die Permeabilisation der Zellen. 
Dazu wurden 300 μl Einer 1 %-igen Triton-X-100/TBS-Lösung in jedes Well pipettiert und für 15 min 
bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte ein Waschschritt und das Blockieren für 20 min bei RT mit einer 
3 %-igen BSA/TBS-Lösung. Nach dem Blockieren wurden die Zellen für 1 h bei RT mit dem Erstantikör-
per (1:300) inkubiert. Dazu wurden die Deckgläschen aus den Kammern der 12-Well-Platte entnommen 
und mit der Seite der adherenten Zellen nach unten auf  Parafi lm positioniert. Auf  den Parafi lm Parafi lm 
wurden 50 μl Antikörpersuspension/Deckgläschen vorgelegt. Zur Enfernung überschüssiger Antikörper 
folgten drei Waschschritte für 5 min mit BSA/PBS in der 12-Wellplatte. Die Proben wurden anschließend 
mit dem Fluoreszenz-Zweitantikörper  für 45 min im dunkeln inkubiert. Dazu wurden erneut 50 μl Anti-
körpersuspension (1:300) auf  Parafi lm vorgelegt. Es folgten wiederum drei Waschschritte und die Färbung 
der Zellkerne mit DAPI (1:2000) für 5 min. Nach der DAPI-Färbung wurden die Deckgläschen dreimal 
für 10 min bei RT im Dunkeln gewaschen. Zur Entfernung der restlichen Salze wurden die Deckgläschen 
außerdem kurz in ddH2O gespült, anschließend getrocknet und mit Mowiol 4-88 auf  Objektträgern fi xiert. 
Die Proben wurden bis zur Nutzung bei 4°C im Dunkeln gelagert. 
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3.3 Chromatin Immunpräzipition (ChIP) 
Die Chromatin Immunpräzipition (ChIP) ist eine Methode zum Nachweis einer direkten oder indirekten 
Bindung eines Proteins an die chromosomale DNA in vivo. Um die spezifi sche Bindung nachzuweisen wird 
anschließend eine PCR durchgeführt. Die ChIP vereint somit zwei sehr spezifi sche Methoden. Die Immu-
nopräzipitation und die PCR. Um das Chromatin mit den gebundenen Transkriptionsfaktoren präzipitieren 
zu können, werden die Zellen mit Paraformaldehyd fi xiert Dadurch entsteht eine kovalente Bindung zwi-
schen DNA und Proteinen (Histon und Nicht-Histon). Das Chromatin wird anschließend aus den Zellen 
isoliert. Durch Scheren wird die DANN in kleine Fragmente zerlegt. Optimal sind Fragmente zwischen 
250-1000 bp. Die hier angewandte Methode beruht auf  der enzymatischen Restriktion des Chromatins 
durch Micrococcus Endonuklease. Die chromosomale DNA wird an der Linker-DNA zwischen den Nuk-
leosomen verdaut und man erhält so defi nierte Fragmente zwischen 200-900 bp. Anschließend erfolgt die 
Aufreinigung der Protein-DNA-Komplexe durch Immunopräzipitation. Wie bei der Immunopräzipitation 
bereits beschrieben, bindet ein spezifi scher Antikörper an den Protein-DNA-Komplex, wodurch man einen 
Protein-DNA-Antikörper-Komplex erhält. Dieser Komplex kann mit Protein-A gekoppelten magnetischen 
Kügelchen aus der Lösung isoliert werden. Anschließend wird die kovalente Bindung zwischen Protein und 
DNA durch Erhitzen auf  95°C erneut gelöst. Dadurch können die DNA-Fragmente aus dem Komplex 
aufgereinigt werden. Die Analyse, ob eine Protein-DNA-Interaktion im erwarteten Chromatinbereich statt-
gefunden  hat, erfolgt über eine abschließende PCR.
Hier erfolgte die Durchführung der ChIP unter Anwendung des Simple ChIP® Enzymatic Crhromatin 
IP Kits. Die Durchführung folgte mit Abwandlungen nach dem zugehörigen Protokoll. Änderungen gab 
es unter anderen bei der eingesetzten Zellzahl. Es wurden lediglich zwischen 2,5-3,0x107 statt 4x107 Zellen 
eingesetzt, da die Lyse-Effi zienz bei geringerer Zellzahl deutlich höher war. Außerdem wurden die Wasch-
schritte nach der Immunopräzipitation geändert. So erfolgte das Waschen mit low- und high-salt-solution in ei-
nem Volumen von 1,5 ml über einen Zeitraum von 15 min. Zur Quantifi zierung der DNA wurde ein qPCR 
unter den angegebenen Bedingungen von 3.3.9 durchgeführt. Pro PCR-Ansatz wurden wie angegeben 2 μl 
DNA eingesetzt. 
Zur Kontrolle der Restriktion mit der Micrococcus Endonuklease, wurde ebenfalls eine Optimierung des 
Verdaus, wie im Protokoll vorgeschrieben, durchgeführt. Von allen durchgeführten Restriktionen wurde 
eine Kontrolle entnommen und über die mitgelieferten Spin Columns aufgereinigt. Jeweils 20 μl des verdau-
ten Chromatins wurden auf  ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen und somit die Fragmentgrößen überprüft. 
Als Fragmentgrößen-Standard wurde eine GeneRulerTM 100 bp ladder (Fermentas, St.Leon-Rot, D) mit 
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 90 V durchgeführt. Das aufgereinigte Chromatin wurde am 
NanoDrop (Wilmington, USA) vermessen, um die Konzentration des verdauten Chromatins zu ermitteln. 
3.4 L1CAM-Elisa
Zur Detektion von humanen oder murinen L1CAM in Gewebelysaten wurde ein spezifi sccher Enzym-
linked Immunosorbent-Assay durchgeführt. Dazu wurde zunächst der entsprechende Antikörper an die 
Oberfl äche einer 96-Well-Lochplatte gekoppelt (capture-Antikörper) und zur Vermeidung von unspezifi -
schen Bindungen für 45 min mit 3 %BSA in 0,05 %Tween-20/TBS inkubiert. Anschließend wurden jeweils 
100 μl der Lysate in ein Well mit Capture-Antikörper pipettiert. Zur Immobilisierung des L1CAM-Proteins 
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wurde die Platte mit den Lysaten bei 4°C für eine Stunde inkubiert und anschließend dreimal mit 200 μl 
0,05 %Tween-20/TBS gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von 200 μl des L1CAM-Pox gekoppel-
ten Detektionsantikörpers und eine erneute Inkubation bei 4°C für eine Stunde. Nach den folgenden drei 
Waschschritten mit 0,05 %Tween-20/TBS wurden 100 μl Substratlösung mit dem Chromophor Tetrame-
thylbenzidin in jedes Well pipettiert. Nach 5 minütiger Inkubationszeit wurden zum abstoppen der Reaktion 
100 μl 1 N Schwefelsäure zugegeben. Die Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 450 nm mit der Hilfe 
eines Mikroplattenphotometers bestimmt. Die gemessene Absorptionsintensität ist dabei direkt proportio-
nal zur L1CAM-Konzentration in der Lösung.
4. Biochemische Methoden
4.1 Herstellung von Zelllysaten
Die Lyse der Zellen erfolgte mit Hilfe von 1-fach NuPage SDS Lafepuffer in TBS verdünnt. Das SDS 
führt zur Destabilisierung der Membran und somit zur Lyse der Zellen. Zuerst wurden die kultivierten 
Zellen einmal mit PBS gewaschen, anschließend 250 μl Lysepuffer direkt auf  die Zellen pipettiert und für 
10 min bei 4°C inkubiert. Das Lysat wurde mit einem Zellschaber gesammelt in ein frisches Eppendorfge-
fäß überführt. Zur weiteren Homogeniserung wurde das Lysat via Ultraschall 15 mal in zwei Durchgängen 
sonifi ziert. Die Ausstosskontrolle des Sonifzierers war auf  90 % und die Zykluskontrolle auf  80 % einge-
stellt.  Die Lysate wurden vor und nach dem Sonifi zieren auf  Eis gekühlt und zwischen den Durchgängen 
für min. 30 sec abgekühlt. Nach der Fertigstellung der Lysate erfolgte die Proteinbestimmung mit dem 
BCA-Protein-Assay und anschließend das Aufkochen der Proben für 5 min bei 95°C.
4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem BCA-Protein-Assay
Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe des BCA-Protein-Assays. Der Assay ba-
siert auf  einer photometrischen Messung des Farbumschlags auf  Grund der Komplexierung einfach redu-
zierter Kupferionen durch die Bicinchoninsäure in alkalischen Medium. Durch die Proteine in der Lösung 
kommt es zuvor zu einer Reduzierung der Cu2+-Ionen.  Um eine Proteinkonzentration der Lysate zu erhal-
ten, wurden standardisierte Proteinlösungen (0-2 mg/ml) mit bekannter Konzentration von Rinderserumal-
bumin angefertigt. Aus den einzelnen Messungen der Standardlösungen wurde eine Eichgerade erstellt. Mit 
Hilfe der erhaltenen linearen Funktion der Eichgerade konnten nun die unbekannten Proteinkonzentrati-
onen der Lysate ermittelt werden. Für die Absorptionsmessungen wurde zuerst eine 1:50 Verdünnung der 
BCA-Lösung B in der BCA-Lösung A hergestellt. Für die Messung wurden 2 μl von jedem Standard oder 
0,5 μl von der Probe in Triplikatten in ein Well einer 96-Wellplatte pipettiert und 200 μl der BCA-Lösung 
in das entsprechende Well gegeben. Die Platte wurde frü 30 min bei 37°C inkubiert und danach auf  RT 
abgekühlt. Die Absorptionsmessung erfolgte bei einer Wellenlänge von 570 nm im Plattenphotometer. Jede 
Standardlösung und Lysatverdünnung wurde in Triplikaten gemessen. Die Erstellung der Eichgerade und 
Berechnung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe der Software Gen 5.1.
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4.3 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese
Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) kann das Molekulargewicht und der 
Reinheitsgrad von Proteinen bestimmt werden. Dabei werden bei der Gelelektrophorese die Proteine ent-
sprechend ihrer Mobilität in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Im Fall der SDS-Page erfolgt die Auf-
trennung allein nach dem Molekulargewicht (Shapiro 1967). Proteine besitzen unter nativen Bedingungen 
je nach Aminosäurekette eine spezifi sche Eigenladung. SDS kann durch Anlagerung an das Protein diese 
Eigenladung überdecken und verleiht dem Protein so eine massenabhängige Ladung. Zusätzlich führt SDS 
zu einer Proteinentfaltung und damit zur Aufl ösung der Proteinaggregate. Um mögliche Disulfi dbrücken 
zu entfernen, wurde optional während des Denaturierungsvorgang 8% v/v β-Mercaptoethanol zur Probe 
gegeben. Je nach Größe des zu untersuchenden Proteins, kann sein Laufverhalten durch die Porengröße des 
Trenngels beeinfl usst werden.
Das fi nale Gel besteht aus zwei Teilen, dem oberen Sammelgel und dem unteren Trenngel. Die Gelteile 
unterscheiden sich nicht nur im Acrylamidanteil, sondern auch im pH-Wert. Durch die Unterschiede bilden 
die Proteine beim Übertritt vom Sammelgel ins Trenngel eine scharfe Bande. Im Trenngel erfolgt dann die 
eigentliche Auftrennung nach dem Molekulargewicht. Um eine höhere Auftrennung zwischen den Protei-
nen zu erreichen, muss der Acrylamidanteil entsprechend angepasst werden. Während den Untersuchungen 
wurden ausschließlich 10%-ige Polyacrylamid Gele verwendet. Die Anleitungen für die Durchführung und 
das verwendete Puffersystem entstammen dem Protokoll von Laemmli (Laemmli, 1970).
Bestandteile SDS-Polyacrylamidgel
Trenngel 7,5 % Trenngel 10 % Sammelgel
Acrylamide/Bisacrylamide mix 5,0 ml 6,7 ml 1,35 ml
3 M Tris-HCl, pH 8.0 2,65 2,65 ml
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 2,5 ml
ddH2O 11,3 ml 9,63 ml 6 ml
10 % SDS 200 μl 200 μl 100 μl
10 % APS 65 μl 65 μl 100 μl
TEMED 12 μl 12 μl 10 μl
Tabelle C 4   Volumina der Reagenzien zum Erstellen eines SDS-Polyacrylamidgels.
Für das Trenngel wurden die oben beschriebenen Komponenten gemischt. Dabei erfolgte zuletzt die 
Zugabe von APS und Temed. Nach kurzzeitgem Mischen wurde der Reaktionsansatz in die vorbereitete 
Gel-Glasapparatur (BioRad, München, D) überführt. Um einen scharfen Gelabschluss zu erhalten, wurde 
das noch fl üssige Gel sofort mit wassergesättigten Isobutanol überschichtet. Nach der Polymerisation des 
Trenngels wurde der Alkohol durch mehrmaliges Waschen mit H2O entfernt. Anschließend wurden die 
Komponenten des Sammelgels analog zum Trenngel gemischt und das Sammelgel gegossen. In das noch 
fl üssige Sammelgel wurde der Probenkamm eingesetzt. Der Kamm wurde nach der Polymerisation des 
Sammelgels entfernt und die Taschen mit H2O ausgewaschen. Das fertige Gel wurde entweder sofort zur 
Gelelektrophorese verwendet oder mit feuchten Papiertüchern in Folie eingewickelt und bei 4°C gelagert. 
Für eine Gelelektrophorese wurde das SDS-Gel nach Vorschrift in die Page-Gellapparatur (BioRad, Mün-
schen, D) eingespannt. Die Apparatur wurde mit 1x Laufpuffer befüllt. Zusammen mit den Proben wurden 
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jeweils 10 μl Molekulargewichtsmarker (Fermentas, Karlsruhe, D) in einer extra Tasche aufgetragen. Pro 
Proteinprobe wurden je nach Konzentration 20-100 μl Gesamtproteinmenge aufgetragen. Vorher wurden 
die Proben wie oben beschrieben (s. 2.1.a) mit 4xNuPage Probenpuffer versetzt und aufgekocht. In den 
ersten 25 min erfolgte die Gelelektrophorese bei konstant 80 V. Bis zum Ende der Auftrennung wurde die 
Spannung auf  160 V erhöht. Die Gelelektrophorese wurde beendet, bevor die Lauffront des Bromphenol-
Farbstoffs das Gelende erreicht hatte.
4.4 Western Blot
Vor der Detektion von einzelnen Proteinen in Polyacrylamid-Gelen mit spezifi schen Antikörpern, müs-
sen die Proteine auf  eine Membran transferiert werden, eine Polyvenyldifl uorid-Membran. Für den Elektro-
transfer von aufgetrennten Proteinen auf  die Membran, wurde eine Semi-Dry-Blot-Vorrichtung verwendet. 
Die Membran wurde zuvor mit Methanol aktiviert und anschließend mit den Filterpapieren in Blotpuffer 
äquilibriert. Die Blotapparatur wurde in folgender Reihenfolge aufgebaut: Anode - 3 x Whatman Filterpa-
pier – PVDF-Membran – Gel – 3 x Whatman Filterpapier – Kathode. 
Der Transfer wurde bei konstant 60 mA pro Blot für 90 min durchgeführt. Nach der Beendigung des 
Transfers wurde die Apparatur auseinander gebaut und die Membran für 30 min in Blockpuffer bei RT 
blockiert. Anschließend wurde die Membran mit der Primärantikörper-Lösung über Nacht bei 4°C inku-
biert. Die meisten Antikörper wurden in einer Konzentration zwischen 0,5 und 2,0 μg/ml eingesetzt und in 
Blockmilch verdünnt. Der L1-11A Hybridom-Überstand wurde dagegen 1:1 mit Blockmilch gemischt. Um 
die überschüssigen nicht gebundenen Primärantikörper zu entfernen, wurde die Membran 3x für jeweils 
15 min in TTBS gewaschen. Nach den Waschschritten wurde die Membran für 30 min bei RT mit dem Per-
oxidase-konjugierten Sekundärantikörper inkubiert. Alle Sekundärantikörper wurden in einem 1:1 Gemisch 
von TBS und Blockpuffer 1:50000 verdünnt. Durch die Wiederholung der Waschschritte von 3 x 15 min mit 
TTBS bei RT wurden überschüssige Sekundärantikörper entfernt. Direkt danach erfolgte die Inkubation der 
Membran mit der Entwicklerlösung. Pro Membran wurde dazu jeweils 1 ml der beiden Detektionslösungen 
gemischt und die Membran für 5 min bei RT inkubiert. Die Expositionszeit des Röntgenfi lms war von der 
erwarteten Signalstärke abhängig. Für eine quantitative Ananlyse wurden die entwickelten Röntgenfi lme mit 
der Software TINA 2.09 densiometrisch ausgewertet.
5. Molekularbiologische Methoden
5.1 PCR
Die Polymerasekettenreaktion ist mittlerweile eine Standardreaktion zum Nachweis von spezifi schen 
DNA-Sequenzen oder zur Amplifi kation bestimmter DNA-Fragmente. Da die Amplifi kationsrate für die 
zu bestimmenden Produkte in der exponentiellen Phase vergleichbar ist, kann sie auch für quantitative Zwe-
cke verwendet werden. Die Standard PCR besteht aus 3 Phasen pro Zyklus: Denaturierung der doppelsträn-
gigen DNA, Anlagerung der Primer an die zu amplifi zierende DNA und die Elongation der Fragmente. Für 
die hier durchgeführten Versuche wurde die PCR zum Nachweis spezifi scher DNA-Fragmente angewendet. 
Für die Standard-PCR wurden deckelbeheizte Thermal Cycler von MJ Research verwendet. PCR-Reakti-
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onsansätze wurden mit dem RedTaqTM ReadyMixTM angefertigt. Dieser PCR-Mix enthält außer der Templa-
te-DNA  bereits alle Komponenten für die PCR. Der Mix ist 2-fach konzentriert und als Matrizen dienten 
unterschiedliche DNA-Fragmente. Das Gesamtvolumen der Reaktion betrug 25 μl und je nach eingesetzter 
DNA-Menge wurde das entsprechende Volumen H2O addiert. Die RedTaq-Polymerase wurde zur Ampli-
fi kation der alternativen Splicevarianten des REST-Gens verwendet. Eine weitere benutzte Taq-Polymerase 
war von dem Hersteller Bio&Sell. Der entsprechende PCR-Reaktionsansatz ist ebenfalls dargestellt. Diese 
Polymerase wurde zur Genotypisierung der transienten Mäuse und Klonierung der miRNA-Genloci.
RedTaqTM-Polymerase 1x PCR-Reaktionsansatz
Reagenzien Volumen
REDTaqTM ReadyMixTM 12,5 μl
forward Primer 100 pM 1 μl
reverse Primer 100 pM 1 μl
DNA (100 ng) x μl
H2O add 25 μl
Gesamtvolumen 25 μl
Tabelle C 5   Volumina und Reagenzien für einen 1x PCR-Reaktionsansatz mit RedTaq™-Polymerase 
Taq-Polymerase von Bio & Sell
Reagenzien Volumen
Polmerase 0,1 μl
Puffer BD 2,5 μl
MgCl2 2,5 μl
Forward Primer (10 pmol) 2,0 μl
Reverse Primer (10 pmol) 2,0 μl
Template-DNA 0,5 μl
dNTP (je 10 mM) 0,5 μl
H2O add 25 μl
Gesamtvolumen 25 μl
Tabelle C 6   Volumina und Reagenzien für einen 1x PCR-Reaktionsansatz mit der Taq-Polymerase von Bio & Sell
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HotStarTaq DNA Polymerase 1 x PCR-Reaktionsansatz
Reagenzien Volumen
HotStarTaq DNA Polymerase 2 U
forward Primer 250 nM
reverse Primer 250 nM
DNA 150 ng
Puffer 1x
H2O add 50 μl
Gesamtvolumen 50 μl
Tabelle C 7   Volumina und Reagenzien für einen 1x PCR-Reaktionsansatz mit  HotStarTaq DNA-Polymerase
5.2 PCR-Programmprofi le
PCR-Programm zur Amplifi zierung der REST-Splicevarianten
Die PCR wurde mit der RedTaqTM-Polymerase durchgeführt und es wurden die unter B 14.3 angegbenen 
Primer verwendet. Der PCR-Reaktionsansatz ist in Abschnitt C 5.1 aufgeführt.
Initiationsschritt 35 Zyklen Extensionsschritt
95°C 95°C 56°C 72°C 72°C
5 min 1 min 30 sec 1 min 10 min
Zur Analyse wurden die PCR-Reaktionsansätz auf  ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen und eine Gelelek-
trophorese bei 90 V durchgeführt. Anschließend erfolgte die Dokumentation und ggf. die Isolation der 
PCR-Fragmente aus dem Agarosegel.   
PCR-Programm zur Amplifi kation der miRNA-Genloci und Genotypiserung
Zur Amplifi kation der miRNA-Loci und Genotypisierung wurde eine normale Taq-Polymerase von 
Bio&Sell eingesetzt. Der PCR-Reaktionsansatz ist in Abschnitt C 5.1 aufgeführt.
Initiationsschritt 30 Zyklen Extensionsschritt
95°C 95°C 56°C 72°C 72°C
10 min 1 min 30 sec 1 min 10 min
Zur Analyse wurden die PCR-Reaktionsansätz auf  ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen und eine Gelelek-
trophorese bei 90 V durchgeführt. Anschließend erfolgte die Dokumentation und ggf. die Isolation der 
PCR-Fragmente aus dem Agarosegel.   
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Gradienten-PCR zur Bestimmung der Effi ziens der ChIP-Primer
Für die Amplifi kation der Bindestellenregion in der L1-CAM Promotorregion wurden die unter 1.14.b 
aufgeführten Primerpaare verwendet. Als Matrizen-DNA wurde ein BAC-Klon mit der vollständigen L1-
CAM-Promotorregion benutzt. Zunächst wurde zur Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur 
eine Gradienten-PCR mit folgenden Temperaturschritten in °C durchgeführt: 52 - 52,8 - 54,1 - 55,7 - 57,6 
- 59,2 - 60,3 - 61,2.
Initiationsschritt 32 Zyklen Extensionsschritt
95°C 95°C xx°C 72°C 72°C
3 min 30 sec 1 min 30 sec 5 min
Alle Bindestellenprimer wurden erneut bei einer Primer-Hybridisierungstemperatur von 58°C getestet. 
Das oben beschriebene Programm blieb dabei unverändert. Die Auswertung erfolgte über eine Gelelektro-
phorese mit 2%-igem Agarosegel bei 90 V.
PCR-Programm zur Bislufi tsequenzierung
Zur Amplifi kation der L1CAM Promoterbereiche von genomischer DNA nach Bisulfi tbehandlung wur-
de die HotStarTaq DNA Polymerase verwendet. Der 1 x PCR Ansatz ist in Abschnitt Die Annealingtem-
peraturen wurden entsprechend den verwendeten Primerpaaren angewendet: 55°C bei PP1; 58°C bei PP2; 
54°C bei PP3. 
 
Initiationsschritt 30 Zyklen Extensionsschritt
95°C 94°C 55°C, 54°C, 58°C 72°C 72°C
15 min 1 min 45 sec 1 min 10 min
Die Produkte der einzelnen PCR-Reaktionsansätze wurden zur Analyse auf  ein 1 %-iges Agarosegel 
aufgetragen und durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach der Dokumentation erfolgte die Isolation der 
einzelnen PCR-Produkte. Um eine höhere Ausbeute zu gewährleisten wurden vor dem Auftrag drei PCR-
Reaktionsansätze mit dem entsprechenden Primerpaar und DNA-Template fusioniert.
5.3 RNA-Isolation
RNA-Isolation aus humanen Zellen
Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RNaesy Mini Kit von Qiagen isoliert. Dazu wurden zwischen 
1x106 – 1x107 Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden jeweils mit 600 μl RLT-Puffer lysiert. Vorher wurden 
auf  600 μl RLT-Puffer noch 10 μl β-Mercaptoethanol zugegeben. Um ein sauberes Homogenisat ohne 
Zellbestandteile zu erhalten wurden QIAshredder-Säulchen verwendet. Die weitere Aufreinigung erfolgte 
nach Herstellerangaben. Die gewonnene RNA wurde hinsichtlich ihrer Reinheit und der Konzentration mit 
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Hilfe des NanoDrop kontrolliert. Die Reinheit der RNA-Lösung lässt sich aus dem gebildeten Quotienten 
der Absorption bei 260 nm und 280 nm berechnen. Bei reinen Lösungen liegt dieser Quotient zwischen 1,8 
und 2,0.
RNA-Isolation aus gefrorenem Tumorgewebe
Die isolierten Maustumore wurden mit Trockeneis eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei 
-80°C gelagert. Von dem gesamten Tumor wurde jeweils ein 20-30 mg schweres Stück homogenisiert. Dazu 
wurde das Tumorstück in MiniSpin-Homogenisationsgefäß mit Metallkugel überführt und 600 μl RLT-
Puffer aus dem RNaesy Mini Kit dazu pipettiert. Anschließend folgten drei Zyklen im Homogenisator. 
Zwischen jedem Zyklus wurden die Homogenisationsgefäße für 2 min auf  Eis gekühlt. Die Aufreinigung 
der RNA erfolgte wie im vorherigen Abschnitt beschrieben.
Überprüfung der Qualität der aufgereinigten RNA
Um eine Kontamination der Proben mit RNasen auszuschließen und die Qualität der aufgereinigten 
RNA zu überprüfen, wurde diese in einer Gelelektrophorese qualitativ untersucht. Dazu wurde folgender 
Ansatz angefertigt:
   1x Ansatz für RNA Gelelektrophorese
Volumen
2x RNA Ladepuffer 5 μl
RNA 1 μl
H2O 4 μl
Gesamtvolumen 10 μl
Tabelle C 8   Reagenzien und Volumina  zur Erstellung eines RNA Gelelektrophoresegels
Der Ansatz wurde für 10 min bei 70°C aufgekocht. Durch die Denaturierung kommt es zur Separation 
der einzelnen ribosomalen RNAs. Im Gel sind hauptsächlich die 18S und 28S rRNAs sichtbar. Neben dem 
kompletten Probenansatz wurde noch ein RNA-Marker auf  das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese 
wurde für 30 min bei 90 V in einem 2%-igem Agarosegel durchgeführt. Die RNA wurde mit Hilfe von Ethi-
diumbromid angefärbt und zur Auswertung das Gel unter UV-Licht in der Geldokumentation betrachtet. 
Zur Bestimmung der Konzentration erfolgte UV-Spektroskopische Vermessung bei einer Wellenlänge von 
260 nm mit dem NanoDrop.
miRNA-Isolation aus humanen Zellen
Die Isolation von small-RNAs inklusive miRNAs erfolgte nach dem Protokoll des miRNeasy-Mini Kit 
von Qiagen. Für eine Isolation wurden zwischen 5x105 und 1x106 Zellen im 6-Well eingesetzt und die Zellen 
direkt im Well mit dem QIAzol Lyse Reagenz lysiert. Die weitere Aufreinigung erfolgte nach Herstelleran-
gaben und die Proben wurden bis zu weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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5.4 Reverse Transkription von mRNA in einzelsträngige komplementäre DNA 
(cDNA)
Als Grundlage für spätere quantitative-realtime-PCR-Analysen wurden für alle RNA-Proben zunächst 
einzelsträngige cDNA (engl.: complementary) aus mRNA synthetisiert. Hierzu wurden die Reagenzien aus 
dem ReverAidTM H Minus Kit von Fermentas eingesetzt. Die verwendeten OligodT-Primer lagern sich 
komplementär an Poly(A)-Enden von mRNAs an. Somit wurden spezifi sch mRNAs in cDNA umgeschrie-
ben. Pro Syntheseansatz wurden 3 μg Gesamt-RNA eingesetzt. Der erste Master-Mix setzte sich wie folgt 
zusammen.
1x mRNA-Mix für Reverse-Transkription-PCR
Volumen
3 μg RNA x μl
Oligo dT Primer 1 μl
RNase freies H2O add 12 μl
Tabelle C 9   Reagenzien und Volumina für einen 1x RT-PCR-Ansatz 
Der Ansatz wurde gemischt, kurz anzentrifugiert und für 5 min bei 70°C inkubiert. Nach der Inkubation 
wurde der Mix 1 min auf  Eis gestellt und nochmals kurz anzentrifugiert. Danach erfolgte die Zugabe des 
folgenden Mastermixes.
1x RT- und dNTP-Mastermix
Volumen
5x Reaktionspuffer 4 μl
Ribonuclease Inhibitor 1 μl
10 mM dNTPs 2 μl
Gesamtvolumen 7 μl
Tabelle C 10   Reagenzien und Volumina für einen 1x RT-PCR-Ansatz
Zu jedem Ansatz wurden 7 μl des aufgeführten Mastermix gegeben und gut gemischt. Der Reaktions-
ansatz wurde erneut kurz anzentrifugiert und für 5 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde zu jeder 
Probe 1 μl Reverse Transkriptase pipettiert. Die cDNA-Synthese erfolgte bei 42°C über einen Zeitraum von 
1 h. Final wurde jeder Probenansatz für 10 min bei 70°C inkubiert, um die Aktivität der Reverse Transkrip-
tase zu stoppen.
Aufreinigung der cDNA über Sephadexsäulchen
Um die synthetisierte cDNA von anderen Komponenten zu trennen (Nukleotide, reverse Transkriptase), 
wurde der komplette Syntheseansatz über Sephadexsäulchen aufgereinigt. Das Prinzip der Aufreinigung 
beruht auf  der Gel-Filtrationschromatographie. Vor dem Gebrauch wurden die Chromatographiesäulchen 
für 2 min bei 6.000 U/min zentrifugiert und der Durchlauf  verworfen. Anschließend wurde die komplette 
Probe aufgetragen und erneut für 1 min bei 6.000 U/min eluiert. Das Säulchen wurde vorher in ein frisches 
Eppendorfgefäß überführt und anschließend erfolgte die Bestimmung der Konzentration am NanoDrop™.
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5.5 Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR)
Die qPCR ähnelt im Prinzip der normalen Endpunkt-PCR. Der einzige und entscheidende Unterschied 
ist jedoch, dass hier nach jedem Zyklus eine Messung der Menge der Amplifi kationsprodukte erfolgt. Ge-
messen wird in diesem Fall die Fluoreszenz eines interkalierenden Farbstoffs, SYBR®-Green I. Der Fluo-
reszenzfarbstoff  interkaliert unspezifi sch in doppelsträngige DNA. Da nach jeder Amplifi kationsrunde die 
Zahl der doppelsträngigen DNA-Moleküle steigt, nimmt nach jeder Runde die Fluoreszenz proportional zur 
Produktmenge zu. Eine Unterscheidung zwischen dem spezifi schen Produkt und den nicht erwünschten 
Produkten ist durch Schmelzkurvenanalyse möglich. Während der Schmelzkurvenanalyse werden doppel-
strängige Produkte über einen bestimmten Temperaturbereich so lange aufgeheizt bis sie den Schmelzpunkt 
TM erreicht haben. Danach liegen sie als Einzelstränge vor und die Fluoreszenz nimmt ab. Die resultierende 
Fluoreszenzabnahme wird detektiert und die Produkte können durch eine eindeutige Schmelztemperatur 
identifi ziert werden. Es wurden die Primerpaare ausgewählt, bei denen nur ein Produkt entsteht.
Die Quantifi zierung der PCR beruht auf  der Berechnung des Fluoreszenz-Schwellenwerts, dem soge-
nannten Threshold-Cycle oder C
Τ
-Wert. Der C
Τ
-Wert ist der PCR-Zyklus, bei dem die Reporterfl uoreszenz 
die Hintergrundfl uoreszenz signifi kant übersteigt. Parallel zum C
Τ
-Wert wird zur Bestimmung der Templa-
te-Ausgangsmenge ein so genannter externer oder interner Standard festgelegt. Für einen externen Standard 
werden bei jeder PCR bekannte Template-Ausgangsmengen amplifi ziert und eine Standardkurve erstellt. 
Anhand derer kann durch einen bestimmten C
Τ
-Wert auf  die DNA-Ausgangsmenge geschlossen werden. 
Bei dieser Arbeit wurde  ein interner Standard zur Quantifi zierung verwendet. Als interne Standards gelten 
unterschiedliche sogenannte Haushaltsgene wie β-Aktin, GAP-DH (Glycerinaldehyd-Phosphat Dehydro-
genase) oder auch α-Tubulin. Bei den Haushaltsgenen geht man von einem konstanten Expressionslevel in 
einer Zelllinie aus. Für diese Arbeit wurde β-Aktin als interner Standard verwendet.
Für die relative Quantifi zierung wurde zunächst der ∆CT-Wert aus den Mittelwerten der CTWerte des zu 
quantifi zierenden Gens und β-Aktin bestimmt:
∆CT = MW
β-Aktin – MWGen
Der Standard Fehler des ∆CT-Wertes berechnet sich aus den jeweiligen Standard Fehlern von β-Aktin 
und des zu quantifi zierenden Gens:    22 GenAktinC STABWSTABWSTABW T   
Die Menge des zu quantifi zierenden Gens wurde im Bezug zu einer endogenen Referenz, (z.B. Wildtyp 
Zellen, Kontrollpatient) normalisiert: TC2   wobei  )()( ZellenbehandelteTwildtypTT CCC 
Daraus ergibt sich für die endogene Referenz ein Wert von eins. Die zu quantifi zierenden Gene errech-
neten sich relativ zu dem endogenen Referenz Wert = 1.
Der Gesamtfehler ergibt sich durch folgende Rechnung 
  )(2 TT CSTABWCgesamtSTABW       und     )(2 TT CSTABWCgesamtSTABW 
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Ein qRT-PCR-Ansatz bestand aus folgende Komponenten: 
1x qRT-PCR-Ansatz
Volumen
2x SYBR®-Green PCR Master Mix 12,5 μl
cDNA (10 ng) x μl
forward Primer 1 μl
reverse Primer 1 μl
H2O add 25 μl
Gesamtvolumen 25 μl
Tabelle C 11   Reagenzien und Volumina  für einen 1x qRT-PCR-Ansatz mit  2x SYBR®-Green PCR Master Mix 
Die MethyLight-Reaktion erfordert die Verwendung einer TaqMan®-Sonde und unterscheidet sich dem-
nach von einem qRT-PCR-Reaktionsansatz mit SYBR®-Green. Als Template-DNA wurde in allen Ansätzen 
bisulfi tmodifi zierte DNA eingesetzt. Unmodifi zierte DNA diente lediglich als Negativkontrolle für die ver-
wendeten Primer und Hybridisierungssonde. Ein einfacher qRT-PCR-Reaktionsansatz ist hier dargestellt.
1x TaqMan® qRT-PCR-Ansatz
Volumen Endkonzentration
2x TaqMan® PCR Master Mix 15 μl 1x
Bisulfi t-DNA 10 μl 50 ng
forward Primer 4,5 μl Von MIx aus beiden Primern 
und Sonde
300 nm
reverse Primer 300 nm
TaqMan®-Sonde 100 nm
H2O add 30μl
Gesamtvolumen 30 μl
Tabelle C 12   Reagenzien und Volumina  für einen 1x qRT-PCR-Ansatz mit  2x TaqMan®-Green PCR Master 
Mix
Das verwendete Programm zur qRT-PCR von SYBR®-Green oder TaqMan®-basierender Assays ist hier 
abgebildet
Initiale Schritte
Schmelzen
jeder von 40 Zyklen
Anlagerung
und Elongation
Halten Halten Zyklus
Zeit 2 min 10 min 15 sec 1 min
Temperatur 50°C 95°C 95°C 60°C
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5.6 DNA Isolation aus humanen Zellen
Isolation der genomischen DNA zur Amplifi kation der miRNA-Loci
Die Isolation der genomischen DNA aus der humanen EK-Zelllinie ECC1 erfolgte nach dem Proto-
koll des AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit. Pro Ansatz wurden zwischen 5x105 und 1x106 Zellen ver-
wendet. Die Zellen wurden direkt im Well mit 350 μl RLT-Puffer lysiert und das Lysat anschließend in 
eine QIAshredder Zentrifugationsröhrchen überführt. Es folgte ein Zentrifugationsschrit bei 13.000 U/
min für eine Minute in einer Tischzentrifuge. Das homogenisierte Lysat wurde anschließend in AllPrep 
DNA Zentrifugationsröhrchen transferiert und erneut bei 13.000 U/min abzentrifugiert. Ab diesem Schritt 
wurde entsprechend dem Protokoll mit der gebundenen genomischen DNA im AllPrep DNA Röhrchen 
weiter gearbeitet. Zunächst wurden 500 μl AW1 Waschpuffer in das Röhrchen pipettiert und für 1 min bei 
13.000 U/min abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit dem AW2 Waschpuffer wiederholt. Zur Elution 
der genomischen DNA wurde das Zentrifugationsröhrchen in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, 
50 μl Elutionspuffer direkt auf  die Membran pipettiert und alles für zwei Minuten bei RT inkubiert. An-
schließen wurde ein Zentrifugationsschritt durchgeführt und der ganze Elutionsvorgang ein zweites Mal 
wiederholt. Die Konzentration der genomische DNA wurde mit Hilfe des NanoDrop bestimmt und bis zur 
weiteren Nutzung bei -20°C gelagert.
Isolation der genomischen DNA zur Bisulfi tbehandlung
Die benötigten Zellen wurden zunächst wie bereits beschrieben (s. 2.1.a) mit PBS/EDTA vom Boden 
Des Zellkulturgefäßes abgelöst und durch Zentrifugation pelletiert. Das Zellpellet wurde umgehend bis zur 
weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. 
Die Aufreinigung der DNA erfolgte durch die Kollegen um Heidi Fiegl in Innsbruck und wurde nach 
dem Protokoll Des DNeasy blood & tissue Kit durchgeführt. Danach wird das Zellpellet in 200 μl PBS und 
20 μl Proteinase K resuspendiert und gevortext. Anschließend weitere 200 μl Puffer AL zu dem Ansatz 
pipettiert und resuspendierten Zellen wurden anschließend für 10 Min bei 56°C inkubiert. Danach erfolgte 
die Zugabe von 200 μl 100 %-igen Ethanol und ein kurzes Vortexen des Ansatzes. Die komplette Suspen-
sion wurde in DNeasy Mini Zentrifugationsröhrchen überführt und für 1 Min bei 8.000 U/min abzen-
trifugiert. Es erfolgten zwei aufeinanderfolgende Waschschritte mit den Puffern AW1 und AW2 und ein 
zusätzlicher Zentrifugationsschritt zum Trocknen des Röhrchens. Der Durchfl uss nach jeder Zentrifugation 
wurde verworfen. Zum Eluieren wurde das Zentrifugationsröhrchen in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt, 100 μl AE-Puffer direkt auf  die Membran pipettiert und alles für zwei Minuten bei RT inkubiert. 
Anschließen wurde ein Zentrifugationsschritt durchgeführt und der ganze Elutionsvorgang ein zweites Mal 
wiederholt. Die Konzentration der genomische DNA wurde mit Hilfe des NanoDrop bestimmt und bis zur 
weiteren Nutzung bei -20°C gelagert. 
Zur Isolation aus Tumorgewebe wurde eine Mikrosektion durchgeführt und die genomische DNA wurde 
nach dem gleichen Protokoll für Gewebe isoliert. 
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Vorbereitung der Mausgewebeproben zur Genotypiserung
Zu der Gewebeprobe im Reaktionsgefäß wurden 45 μl Tail-Puffer und 5 μl Proteinase K (10 μg/μl) 
pipettiert. Der Ansatz wurde ÜN bei 56°C im Inkubator inkubiert. Danach wurde die Flüssigkeit abzentri-
fugiert, nochmals 300 μl H2O dazu pipettiert und die Probe bei 95°C denaturiert. Die DNA wurde direkt in 
einer PCR eingesetzt oder bei -20°C eingefroren. 
5.7 Herstellung bisulfi tmodifi zierter DNA
Die Behandlung der genomischen DNA erfolgten nach der Anleitung des EZ DNA-Methylation-Gold 
Kits und wurde ebenfalls durch den Kooperationspartner Heidi Fiegl durchgeführt. Von der isolierten 
DNA wurden 20 μl (200-500 ng) in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 130 μl CT-conversion-reagent 
zu der Probe pipettiert. Nach resuspendieren der Probe erfolgten mehrere Erwärmungszyklen.
 
Temperatur Dauer
98°C 10 min
64°C 2,5 h
4°C Bis 20 h
Tabelle C 13   Erwärmungszyklen zur Ertsellung bisulfi t modifi zierter DNA.
Im nächsten Schritt wurden 600 μl M-Binding-Buffer in ein Zymo-Spin-IC Röhrchen vorgelegt, die 
Probe dazu pipettiert und resuspendiert. Anschließend erfolgte das durchzentrifugieren der Flüssigkeit bei 
13000 U/min für 30 sec. Der Durchfl uss wurde verworfen und das Säulchen in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. In das Säulchen wurden 100 μl M-Waschpuffer pipettiert, abzentrifugiert und danach 200 μl 
M-Desulphonationspuffer dazugegeben. Das Säulchen wurde für 15-20 Min bei RT inkubiert. Nach der 
Inkubation wurde der Desulphonationspuffer aus dem Säulchen abzentrifugiert (13000 U/min, 30 sec) und 
zweimal mit dem M-Waschpuffer gewaschen. Danach wurde das Säulchen in ein neues 1,5 ml Reaktionsge-
fäß überführt und die DNA eluiert. Zur Elution wurden 20 μl M-Elutionspuffer direkt auf  die Membran in 
der Säule pipettiert, für 5 Min bei RT inkubiert und danach für 30 sec bei 13000 U/min abzentrifugiert. Die 
aufgereinigte DNA wurde entsprechend der nächsten Verwendung verdünnt und bei -80°C eingefroren.
5.8 Aufreinigung und Isolation von DNA
Zur Extraktion und Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen wurde das QIAquick Gel Extraction Kit 
verwendet. Im ersten Schritt wurde das DNA-Fragment mit Hilfe von UV-Licht ausgeschnitten und das 
Gelstück in ein steriles 1,5-2,0 ml Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurde das dreifache Volumen 
des Gelstückgewichts QG-Puffer in das Reaktionsgefäß pipettiert (100 mg - 100 μl) und das Gelstück bei 
50°C über einen Zeitraum von 10 min gelöst. Um die DNA zu isolieren wurde die Probe in eine QIAquick 
Zentrifugationsröhrchen überführt und für eine Minute bei 13.000 U/min zentrifugiert. Die gebundene 
DNA wurde anschließend mit 500 μl QG-Puffer und 750 μl PE-Puffer gewaschen. Zur Entfernung der 
restlichen Flüssigkeit wurde das Röhrchen erneut zentrifugiert und in ein neues steriles 1,5 ml Reaktionsge-
fäß überführt. Zur Elution d.er DNA wurden 30-50 μl ddH2O direkt auf  die Membran pipettiert, das Röhr-
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chen für eine Minute bei RT inkubiert und anschließend für eine Minute bei 13.000 U/min zentrifugiert.
5.9  Ligation von PCR-Fragmenten und den Zielvektoren
3’-Überhang-Ligation
Die 3‘-Überhang-Ligation erfolgte nach dem Protokoll des Qiagen® PCR Cloning Kit und wurde bei der 
Bisulfi tsequenzierung eingesetzt. Die aufgereinigten PCR-Produkte aus den entsprechenden PCR-Reakti-
onsansätzen wurden mit dem pDrive Cloning Vector ligiert. Für die Ligation wurden 25 ng PCR-Produkt 
eingesetzt. Der gesamte Ligationsansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen.
Komponente Volumen/Reaktion
pDrive Cloning Vector (50 ng/μl) 1,0 μl
PCR-Produkt (25 ng) X μl  
Ligation Master Mix, 2x 5 μl
dH2O x μl
Gesamtvolumen 10 μl
Tabelle C 14   1x Ligationsansatz  für eine 3‘-Überhang-Ligation mit dem pDrive Cloning Vektor.
Nach dem Zusammenpipettieren wurde der Ansatz kurz anzentrifugiert und für zwei Stunden 16°C inku-
biert. Anschließend wurde der Ligationsansatz direkt zur Transformation von Kompetenten E.coli-Zellen 
eingesetzt oder bis zu weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.
sticky-End-Ligation
Sticky-End-Liagtion wurde bei der Klonierung der miRNA-Gene verwendet. Die aufgereinigten und 
enzymatisch verdauten PCR-Produkte wurden mit dem ebenfalls verdauten pCMV-MIR Vektor ligiert. Die 
PCR-Produkte und der Zielvektor wurden in einem molekularen Verhältnis drei zu eins eingesetzt. Vor 
dem Pipettieren des Reaktionsansatzes wurde die Plasmid Stocklösung auf  50 ng/μl verdünnt.Ein typischer 
Ligationsansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen.
Komponente Volumen/Reaktion
pCMV-MIR (50 ng) 1,0 μl
PCR-Produkt x μl  
T4-DNA-Ligase 0,5 μl
Ligationspuffer, 10x 1 μl
dH2O x μl
Gesamtvolumen 10 μl
Tabelle C 15   1x Ligationsansatz für eine sticky-end Ligation mit T4-DNA-Ligase.
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5.10 Plasmidisolation
Abhängig von der benötigten DNA-Menge wurde entweder eine Mini-Preparation (ca. 20 μg Plasmid-
DNA) oder eine Maxi-Preparation durchgeführt (ca 800-1000 μg Plasmid). Für die Preparation wurden 
Bakterien einer einzelne Kolonie von der Kultivierungsplatte in ein entsprechendes Volumen LB-Medium 
mit Antibiotikum überführt und ÜN bei 37°C geschüttelt.
Mini-Preparation von Plasmid-DNA
Für die Isolation geringer Mengen Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien wurde das QIAprep 
Spin Miniprep Kit verwendet. Vor der Aufreinigung wurden 5 ml Bakterienkultur abzentrifugiert und das 
Pellet entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt. Das QIAprep Miniprep Protokoll basiert auf  einer 
alkalischen Lyse von Bakterienzellen, gefolgt von einer Adsorption der DNA durch eine Silikatmembran bei 
hohen Salzkonzentrationen. Die Bedingungen während der Lyse stellen sicher das nur DNA adsorbiert wird 
und andere Bestandteile wie RNA, zelluläre Protein und Metabolite ausgewacshen werden. Die Plasmid-
DNA wurde mit 50 μl ddH2O eluiert.
Maxi-Prep von Plasmid-DNA
Zur Isolation von größeren Plasmid-DNA-Mengen wurde eine Qiagen Maxi-Prep-Kit verwendet. Die 
erhaltene Plasmid-DNA wurde vorwiegend zu Transfektionen eingesetzt. 
Das Plasmid-Aufreinigungsprotokoll basiert auf  einer modifi zierten alkalischen SDS-Lyse, gefolgt von 
einer Anionen-Austausch-Chromatographie bei niedrigen Salzkonzentrationen und einem pH-Wert zwi-
schen 7,0-8,5. Andere Moleküle wie RNA, Proteine, Farbstoffe oder niedrig molekulare Komponenten 
werden durch einen Waschschritt mit mittleren Salzkonzentrationen entfernt. Durch einen Zentrifugations-
schritt bei 5.000 U/min (JLA 10.500 Rotor) für 15 min und 4°C wurden die Bakterien zunächst pelletiert. 
Das Pellet wurde 10 ml P1 Puffer resuspendiert und zur Zelllyse anschließend 10 ml P2 versetzt. Die Zell-
suspension wurde zur vollständigen Lyse vier bis sechsmal invertiert und für 5 min bei RT inkubiert. Zur 
Neutralisation wurden 10 ml P3-Puffer zum Lysat pipettiert, durch erneutes invertieren gemischt und für 
20 min auf  Eis inkubiert. Anschließend wurde das Lysat bei 9000 U/min (JA 25.50 Rotor) für 45 min und 
4°C zentrifugiert. Während der Zentrifugation wurde parallel die Chromatographiesäule vorbereitet (aus 
dem Kit) und mit 10 ml QBT-Puffer equilibriert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand über einen 
Faltenfi lter auf  die Säule überführt.  Der Durchfl uss erfolgt allein durch Gravitation und es kommt zu Bin-
deung der DNA an die Membran. Die gebundene DNA wurde zweimal mit 30 ml QC-Puffer gewaschen 
und wurde mit QF-Puffer mit einer hohen Salzkonzentration eluiert. Zur Präzipitation der DNA wurden 
0,7 Volumen Isopropanol bei RT dazugegeben und das Gemisch bei 11.000 U/min (JA 25.50 Rotor) bei 
10 min und 4°C zentrifugiert. Zum Auswaschen von überschüssigen Salzen wurde das DNA-Pellet mit 
5 ml 70 %-igen Ethanol gewaschen und wie vorher beschrieben sedimentiert. Das Pellet wurde danach 
luftgetrocknet und in 100 μ TE-Puffer gelöst. Anschließend erfolgte die Vermessung der Plasmid-DNA am 
NanoDrop bei 260 nm.
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5.11 Enzymatische Restriktion von DNA
Der Sequenzspezifi sche Verdau von Plasmid-DNA oder PCR-Fragmenten erfolgte durch die Verwen-
dung von Restriktionsenzymen. Pro μg DNA wurden 2 Einheiten Enzym eingesetzt und der entsprechen-
de Puffer in einem Gesamtvolumen von 25 μl eingesetzt. Je nach analytischen oder preparativen Verdau 
wurde der Ansatz für 1,5 h bzw. 2,5 h bei 37°C inkubiert. Es wurde darauf  geachtet das das Volumen der 
Restriktionsenzyme nicht mehr als 1/10 des Reaktionsvolumens ausgemacht, um inhibierende Effekte des 
Glycerols zu verhindern. Die verdaute DNA wurde anschließend über ein 1 %-iges Agarosegel in einer 
Gelelektrophorese aufgetrennt.
5.12 TaqMan®-miRNA-Expressionarray
Mit Hilfe des 384-Well miRNA TaqMan® konnte die Expression von 381 miRNAs inklusive Kontrollen 
nachgewiesen werden. Der Assay basiert auf  der TaqMan®-qRT-PCR-Reaktion und in jedem Well befi n-
den sich das entsprechende spezifi sche Primerpaar mit Hybridisierungssonde. Dadurch ist es möglich die 
Expression einer miRNA in einem einzelnen Well zu detektieren.  Im ersten Schritt erfolgte eine reverse 
Transkription der 384 miRNAs unter der Verwendung des Megaplex™-Primerpools. Dazu wurden folgen-
de Komponenten zunächst zu einem Mastermix zusammenpipettiert. 
Reaktionskomponenten Volumen/Reaktion
Megaplex™ RT Primer 10 x 0,8 μl
dNTPs mit dTTP (100 mM) 0,2 μl
MultiScribe™ Reverse Transkriptase 1,5 μl
10x RT Puffer 0,8 μl
MgCl2 (25 mM) 0,9 μl
RNase Inhibitor (20 U/μl) 0,1 μl
Nuklease freies Wasser 0,2 μl
Gesamtvolumen 4,5 μl
Tabelle C 16   Reagenzien und Volumina für eine 1x Reverse Transkriptase Reaktion
Die Komponenten wurden invertieren des Reaktionsgefäßes gemischt und 4,5 μl MasterMix in ein PCR-
Reaktionsgefäß vorgelegt. Anschließend wurden 350 ng miRNA dazugegeben ,der Ansatz mit H2O auf  
7,5 μl aufgefüllt und die Reverse Transkription unter folgenden Bedingungen.
40 Zyklen Inaktivierung
16°C  42°C 50°C 85°C
2 min 1 min 1 sec 5 min
Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren oder umgehend in dem Preamp-
lifi kations-Reaktion eingesetzt. Für die Preamplifi kation wurden 2,5 μl Der cDNA und 22,5 μl des PreAmp 
Reaktions-Mix in ein neues 1,5 ml Reaktuinsgefäß pipettiert. Der Preamplifi kations Reaktionsmix setzt sich 
aus folgenden Komponenten zusammen.
Methoden
75
Reaktionskomponenten Volumen/Probe
TaqMan® PreAmp MM 2x 12,5 μl
Megaplex™ Preamp Primer 10x 2,5 μl
nukleasefreies H2O 7,5  μ
Gesamtvolumen 22,5 μl
Tabelle C 17   Reagenzien und Volumina für einen 1x Preamplifi kationsansatz.
Zum Durchmischen wurde das Reaktionsgefäß mehrmals invertiert und anschließend kurz abzentrifu-
giert. Danach wurden jeweils 22,5 μl des PreAmp-MM in ein PCR-Tube vorgelegt und 2,5 μl cDNA der 
entsprechenden Probe dazupipettiert. Der Ansatz wurde anschließend für 5 min auf  Eis inkubiert und die 
Preamplifi kation durchgeführt.
 
Halten Halten Halten 12 Zyklen Halten
95°C 55°C 72°C 95°C  60°C 99°C
10 min 2 min 2min 15 sec 4 min 10 min
Nach der Preamplifi kation wurden die Proben bis zur weiteren Nutzung bei -80°C eingefroren und un-
mittelbar vor der Analyse via 384-Well-Expressionarray mit TE-Pffer verdünnt und eingestellt. Zur Durch-
führung des Assays wurden folgende Komponenten zusammenpipettiert.
 
Reaktionskomponenten Volumen/Platte
TaqMan® Universal MM 2x 450 μl
Megaplex™ RT-Produkt 6 μl
nukleasefreies Wasser 444 μl
Gesamtvolumen 900 μl
Tabelle C 18   Reagenzien und Volumina für eine 384-Lochplatten basierende TaqMan® -qRT-PCR zur Detektion von 
microRNAs
Von dem Mix wurden jeweils 100 μl in jede Öffnung der Platte pipettiert und die Platte anzentrifugiert. 
Die RT-PCR wurde anschließend unter den vorprogrammierten Einstellungen durchgeführt. 
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D  Ergebnisse
In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass das Zelladhäsionsmolekül L1CAM von verschiedenen 
epithelialen Tumoren überexpremiert wird (Gavert et al., 2005; Fogel et al., 2003; Boo et al., 2007; Ben et 
al., 2010). Ursprünglich wurde das Molekül als ein neuronales Zelladhäsionsmolekül identifi ziert und heute 
ist bekannt, dass es dort eine fundamentale Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems spielt (Hlavin et 
al 1991).
In adulten somatischen, nicht neuronalen Gewebe kann L1CAM nur sehr schwer oder gar nicht nachge-
wiesen werden. Eine Veränderung des L1CAM Expressionsmusters ist bei der Bildung einer Neoplasie, der 
sog. neoplastischen Transformation, und der Weiterentwicklung zu einem Tumor zu beobachten. Neben 
Gewebe neuronalen Ursprungs konnten in den letzten Jahren so auch einige Tumorentitäten identifi ziert 
werden, welche eine starke L1CAM Überexpression zeigen (Fogel et al., 2003b; Fogel et al., 2004; Allorry 
et al., 2005; Gavert et al., 2005; Boo et al., 2007; Sebens Muerkoster et al., 2007). Die entartete L1CAM-
Expression, welche auf  einzelne Areale des Tumors beschränkt ist oder sich über den vollständigen Tumor 
erstrecken kann, ist mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Offen bleibt die Frage, durch welche Pro-
zesse L1CAM reguliert wird und ob die zellulären Ereignisse zu einer gezielten Induktion der L1CAM-
Expression und somit zu einer schlechteren Prognose führen. 
Das L1CAM Gen ist auf  dem X-Chromosom lokalisiert, umfasst ca. 25 kb und setzt sich aus 28 Exons 
zusammen. In humanen Zellen existieren alternative Spleißformen des L1CAM-Transkripts. Die bekann-
teste Form, neben der Volllängen-Variante, ist dabei die sogenannte Tumorvariante. Dieser Variante fehlen 
die zwei Miniexons 2 und 27. Welche Rolle diese Form bei der Tumorprogression spielt konnte bisher nicht 
geklärt werden. Krüger et al. konnten jedoch in ersten Experimenten nachweisen, dass die Expression der 
vollständigen Spleißvariante zu einer erhöhten Zellmigration führt (Hauser et al 2011).
Neueste Untersuchungen der Regulation von L1CAM bestätigten, dass L1CAM durch zwei funktionelle 
Promotoren reguliert werden kann (Pfeifer et al., 2011). Wie bereits in frühen Arbeiten an Maushirnen und 
N2A Neuroblastomzellen zu sehen war (Kohl et al., 1992), ist ein Transkriptionsstart innerhalb des Exons 
1 lokalisiert. Die vorgeschaltete Region umfasst dementsprechend den ersten identifi zierten Promoter. Mit 
Hilfe eines Mausmodells wurde ein weiteres Promoterelement entdeckt Dieses regulative Element ist mehr 
als 10 kb von Exon 1, vor dem nicht-translatierenden Exon 0 lokalisiert (Kallunki et al 1997).
Trotz dieser Erkenntnisse ist unklar, ob und wie diese regulativen Elemente in die Expression von 
L1CAM eingreifen und zu einer massiven Hochregulation in Tumorzellen beitragen.
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1.  Charakterisierung von Zelllinien aus dem EK
Um die in dieser Arbeit verwendeten EK-Zelllinien zu charakterisieren, wurden sie auf  die Expressi-
on von L1CAM untersucht. Neben der Feststellung des L1CAM Expressionslevels, wurde ebenfalls die 
Expression von diversen Transkriptionsfaktoren und defi nierten EMT-assoziierten Markern untersucht. 
Soweit möglich, wurde die Expression der einzelnen Gene sowohl auf  Protein- als auch auf  mRNA-Ebene 
analysiert.
1.1 L1CAM-Oberfl ächenexpression bei EK-Zelllinien
In Abbildung D1 ist die Oberfl ächenexpression von L1CAM in 13 EK-Zelllinien nach FACS-Analyse 
dargestellt. Die höchste Expression konnte bei den Zelllinien Hec1B, SNGII und SPAC1L detektiert wer-
den. Eine starke L1CAM-Expression zeigen ebenfalls die Zelllinien MFE319, Hec155 und SNGM. Dage-
gen zeigen die Zelllinien EN1, Hec1A, AN3CA und MFE296 keine L1CAM Oberfl ächenexpression. Zu-
sätzlich war bei 3 der 13 Zelllinien ein schwaches bis mittleres L1CAM Expressionslevel nachweisbar.
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Abbildung D 1   FACS-Analyse der Oberfl ächenexpression von L1CAM bei EK-Zelllinien. Dazu 
wurden von jeder Zelllinie 3x105 Zellen analysiert. Für die Analyse wurden Zellen zwischen 70-
90% Konfl uenz verwendet. Um dies zu gewährleisten wurden 1x106 Zellen in eine 75 cm2 Zellkul-
turschale ausgesät und für 48h unter Standard-Zellkulturbedingungen inkubiert. Die Ektodomäne 
des L1CAM-Moleküls wurde mittels mAb L1-11A detektiert. Die schwarze Kurve gibt die gαm-PE 
Zweitantikörperkontrolle wieder; die gelbe Kurve stellt das Signal für die spezifi sche L1CAM-Färbung 
dar. 
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1.2 Charakterisierung der L1CAM-Proteinexpression in EK-Zelllinien
Neben der Oberfl ächenexpression wurde auch die Gesamtproteinmenge von L1CAM in den EK-Zellli-
nien untersucht. Parallel dazu wurden die Proteinlevel der Transkriptionsfaktoren REST (RE-1 silencing 
transcription factor) und β-catenin bestimmt. Außerdem wurde die Expression des epithelialen Markers 
E-cadherin analysiert (s. Abb. D2). Durch das Überprüfen der Expressionslevel der beiden Transkriptions-
faktoren sollte geklärt werden, ob eine Korrelation zwischen dem L1CAM Expressionslevel und dem der 
Transkriptionsfaktoren besteht. In Abb. D2 wird jedoch deutlich, dass kein direkter Zusammenhang zwi-
schen der L1CAM- und REST/β-catenin-Expression besteht. Während die REST-Proteinmenge in allen 
getesteten Zelllinien nahezu identisch ist, variiert die ß-catenin Proteinexpression. ß-catenin wird sowohl 
von den zwei L1CAM-defi zienten Zelllinien ECC1 und Hec1A, als auch von den zwei L1CAM positiven 
Zelllinien SNG II und SNG M stark exprimiert. 
Für E-cadherin konnte ein ähnliches Expressionsmuster wie für β-catenin festgestellt werden. Die Co-
Expression der beiden Proteine ist ein Hinweis für ihre Funktion bei der Bildung und Aufrechterhaltung 
von adhärenten Verbindungen bei epithelialen Zellen. E-cadherin ist als Zell-Adhäsionsmolekül ein epithe-
liales Markermolekül und involviert in den EMT-Prozess von Zellen. Als Kontrolle für eine gleich aufgetra-
gene Proteinmenge diente die Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH). Das Enzym spielt 
eine zentrale Rolle beim Ablauf  der Glykolyse und wird ubiquitär von allen Zellen exprimiert.
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Abbildung D 2   Charakterisierung der L1CAM-Proteinexpression. Western Blot Analyse zur 
Bestimmung der Gesamtproteinmenge aus Lysaten der unterschiedlichen Zelllinien. Zur Detektion 
wurden die Membranen mit Antikörpern gegen L1CAM, REST, β-catenin (b-cat) und E-cadherin 
(E-cad) überprobt. Als Ladekontrolle wurde ein GAPDH Antikörper verwendet. 
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1.3 Charakterisierung der EK-Zelllinien auf mRNA-Level
Zur Bestätigung der Proteindaten wurden EK-Zelllinien hinsichtlich des mRNA-Gehalts einzelner Gene 
analysiert. Dies erfolgte über qRT-PCR mit SYBR-green® als Detektionsfarbstoff. Dazu wurde die Gesamt-
RNA aus den entsprechenden Zelllinien isoliert und anschließend für eine cDNA-Synthese eingesetzt. Zur 
Detektion der gewünschten Gene wurden genspezifi sche Primerpaare mit einer Produktgröße von ca. 
120 bp entworfen. 
Im Einzelnen wurden die mRNA-Level von L1CAM, den Transkriptionsfaktoren REST, β-catenin, p53 
(s. Abb. D3) sowie den EMT-Markern Vimentin, E-cadherin, SNAIL und Slug (s. Abb. D4) analysiert. Bei 
SNAIL und Slug handelt es sich ebenfalls um Transkriptionsfaktoren. Beide gehören zur Familie der SNAI-
Transkriptionsfaktoren und führen über die Repression von E-cadherin zur Induktion des EMT-Prozesses 
(Peinado et al., 2007). Für alle getesteten Transkriptionsfaktoren konnte eine Bindestelle im L1CAM-Pro-
moter durch in silico-Analyse identifi ziert werden (Pfeifer et al., 2010). Durch die Charakterisierung sollen 
erste Hinweise auf  einen Zusammenhang zwischen der Expression von L1CAM und den einzelnen Tran-
skriptionsfaktoren gewonnen werden. 
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Abbildung D 3   qRT-PCR-Analyse der mRNA-Level von L1CAM, REST, β-catenin, p53 bei den 
EK-Zelllinien. Die aus den Zelllinien isolierte Gesamt-RNA wurde in cDNA konvertiert. Anschlie-
ßend wurde eine qRT-PCR mit genspezifi schen Primern durchgeführt. Dargestellt ist der Δct-Wert 
zwischen dem Zielgen und β-aktin. Ein niedriger Wert bedeutet eine höhere Expression.
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In Abbildung D3 sind die mRNA Level als ∆ct-Wert dargestellt. Als ubiquitär exprimiertes Gen dient 
β-aktin als interner Standard bei der qRT-PCR. Der ct-Wert (cycle threshold) beschreibt, bei welchen Zyklus 
die Kurve des Fluorszenzsignals erstmals exponentiell über dem Hintergrundsignal ansteigt. Die Expressi-
on des Zielgens ist umso höher, desto kleiner der ∆ct-Wert zu ß-aktin ist. Für L1CAM konnte eine Korre-
lation zwischen der mRNA- und der L1CAM Oberfl ächenexpression (s. Abb. D1) sowie der Gesamtprote-
inmenge in den untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden (s. Abb. D2). Die vier Zelllinien ohne 
detektierbare Oberfl ächenexpression (EN1, Hec1A, MFE296 und AN3CA), haben auch den geringsten 
mRNA Level. Dagegen konnte bei den Zelllinien mit der höchsten L1CAM Oberfl ächenexpression eben-
falls ein hoher mRNA-Level nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den Zellen mit starker L1CAM Expres-
sion, besitzen Zellen mit einer schwachen, aber nachweisbaren Oberfl ächenexpression, ein dementspre-
chend niedrigeres mRNA-Level.
Im Gegensatz zur variierenden L1CAM-Expression, wurde für die drei analysierten Transkriptionsfakto-
ren REST, β-catenin und p53 jeweils nahezu gleiche mRNA-Level in allen Zelllinien detektiert. Bei REST 
decken sich die konstanten Level auf  mRNA-Ebene mit den nahezu identischen Proteinmengen aus der 
Western-Blot-Analyse (s. Abb. D2). Für β-catenin existiert dagegen eine Diskrepanz zwischen der stabilen 
Expression auf  mRNA-Niveau und der Proteinexpression (s. Abb. D2). Wie die Western-Blot-Analyse 
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Abbildung D 4   qRT-PCR-Analyse der mRNA-Level von SNAIL, Slug, E-cadherin und Vimen-
tin in EK-Zelllinien. Die aus den Zelllinien isolierte Gesamt-RNA wurde in cDNA konvertiert. An-
schließend wurde eine qRT-PCR mit genspezifi schen Primern durchgeführt. Dargestellt ist der Δct-
Wert zwischen dem Zielgen und β-aktin. Ein niedriger Wert bedeutet eine höhere Expression.
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aus Abbildung D2 zeigt, besitzen die Zelllinien Hec1A, ECC1, SNGII und SNGM eine wesentlich höhere 
β-catenin Proteinmenge als die anderen getesteten Zelllinien. Auf  mRNA-Level zeigen dagegen alle Zellli-
nien ein ähnliches Expressionslevel. 
Abbildung D4 zeigt die mRNA-Level der EMT-Marker SNAIL, Slug, E-cadherin und Vimentin. SNAIL 
und Slug sind E-Box bindende Transkriptionsfaktoren und bekannte Initiatoren des EMT Prozesses. Beide 
führen in epithelialen Zellen zu einer Repression von E-cadherin. In den Zellen wird inverse Korrelation 
von SNAIL/Slug zu E-cadherin vermutet. Zusätzlich wird davon ausgegangen, dass die Expression von 
Vimentin, als mesenchymaler Marker, ebenfalls invers korrelieren. Eine inverse Korrelation zwischen E-
cadherin und mindestens einem der anderen drei Gene konnte allerdings nur vereinzelt beobachtet werden. 
Beispielsweise korrelierte die Expression von E-cadherin und Vimentin, bei den Zelllinien EN1, Hec1A, 
MFE296, AN3CA, SNGII, SPAC1L und Hec1B invers. Lediglich in drei der 13 Zelllinien existiert eine in-
verse Korrelation zwischen E-cadherin und Slug. Es handelt sich dabei um die Zelllinien EN1, Hec1A und 
MFE296. Für SNAIL wurde in allen Zelllinien ein fast identischer mRNA-Level detektiert. Demzufolge ist 
keine Aussage über eine inverse Korrelation zu E-cadherin möglich. 
1.4 Korrelation der Expressionsprofi le von EK-Zelllinien
Um eine genauere Aussage machen zu können, wurden die einzelnen ∆ct-Werte anschließend in eine 
statistisch auswertbare Form gebracht. Dazu wurden die ∆ct-Werte der mRNA-Expressionslevel zweier 
Moleküle in ein Punktdiagramm aufgetragen. Jeder Punkt steht dabei für die ∆ct-Werte einer einzelnen 
Zelllinie. Anschließend wurde eine lineare Regressionsgerade aus den sich ergebenden Punkten berechnet. 
Die Steigung der Gerade gibt dabei den Korrelationswert r (nach Spearmen) wieder. Ein R-Wert von -1,0 
bedeutet dabei eine inverse Korrelation und ein Wert von +1,0 eine direkte Korrelation. Je näher sich dieser 
Wert an 0 annähert, desto geringer ist die Korrelation zu bewerten.
Bei dem Vergleich der L1CAM Expressionslevel mit dem der drei Transkriptionsfaktoren REST, p53 und 
β-catenin konnte keine Korrelation ermittelt werden. Wie in Abbildung D5 erkennbar ist, war es nicht mög-
lich eine lineare Regressionsgerade zu berechnen bzw. einen r-Wert mit einer Tendenz zu +/- 1 zu bestim-
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Abbildung D 5   Korrelation von L1CAM mit den Transkriptionsfaktoren REST (links), p53 
(Mitte) und β-catenin (rechts). Die Δct-Werte der einzelnen Gene ergeben sich aus der Diff erenz mit 
dem ct-Wert des verwendeten Standards β-Aktin. Jeder Punkt im Diagramm steht für eine Zelllinie. 
Verwendet wurden die ct-Werte der Zelllinien IK-wt, AN3CA, ARK1, ECC1, EN1, Hec1A, Hec1B, 
Hec155, IK-ER-, MFE296, MFR319, RL952, SNGII, SNGM, SPAC1L, SPAC1S. Ein niedriger 
ct-Wert steht für eine hohe Expression.
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men. Weiterhin wurde, wie in Abbildung D6 dargestellt, eine Korrelation von L1CAM mit den EMT-Mar-
kern SNAIL, Slug, E-cadherin und Vimentin berechnet. Eine signifi kante Korrelation für SNAIL und 
Vimentin mit dem L1CAM-Expressionslevel konnte jedoch nicht beobachtet werden. Allerdings zeigte der 
Auftrag der Slug und E-cadherin mRNA-Level eine positive Korrelation mit der von L1CAM. Das bedeutet 
in beiden Fällen, je höher oder niedriger der L1CAM-mRNA-Level, desto höher oder niedriger der mRNA-
Level von Slug bzw. E-cadherin. Der r-Wert für die Korrelation zwischen L1CAM und Slug beträgt dabei 
0,6879 (p=0,0065). Für L1CAM und E-cadherin beträgt der Wert 0,5529 (p=0,0263). Die Korrelation zwi-
schen L1CAM und E-cadherin steht dabei im Widerspruch zu der Slug-Korrelation. Ausgehend von diesen 
Daten wurde im Falle von E-cadherin eine inverse Korrelation erwartet.
Die direkte Korrelation zwischen den Expressionslevel von L1CAM und Slug lässt auf  einen entschei-
denden Einfl uss von Slug bei der L1CAM Regulation schließen. Eine Funktion der anderen Transkriptions-
faktoren kann auf  Grund des mRNA Levels allerdings nicht ausgeschlossen werden. Im Falle von REST 
ist bekannt, dass es ubiquitär in nichtneuronalen Zellen exprimiert wird. Die Funktion von Transkripti-
onsfaktoren wird jedoch gerade auf  posttranskriptioneller Ebene stark reguliert. Es bedarf  also weiterer 
Untersuchungen um die Beteiligung der Transkriptionsfaktoren bei der L1CAM-Regulation zu untersuchen.
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Abbildung D 6   Korrelation von L1CAM mit den EMT-Markern Slug (oben links), SNAIL 
(oben rechts), E-cadherin (unten links) und Vimentin (unten rechts). Die Δct-Werte der einzelnen 
Gene ergeben sich aus der Diff erenz mit dem ct-Wert des verwendeten Standards β-Aktin. Jeder Punkt 
im Diagramm steht für eine Zelllinie. Verwendet wurden die ct-Werte der Zelllinien IK-wt, AN3CA, 
ARK1, ECC1, EN1, Hec1A, Hec1B, Hec155, IK-ER-, MFE296, MFR319, RL952, SNGII, SNGM, 
SPAC1L, SPAC1S. Ein niedriger ct-Wert steht für eine hohe Expression.
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1.5 EK-Zelllinien weisen unterschiedliche p53-Mutationen auf
Bereits 1998 wurde in einer Arbeit von Tsuzuki eine Korrelation zwischen p53-Mutationen und der 
L1CAM-Expression in Glioma beschrieben (Tsuzuki et al., 1998). In dem Ovarialkarzinom wurde vor kur-
zem eine Korrelation von auftretenden p53-Mutationen mit erhöhter L1CAM-Expression beobachtet 
(Bondong et al., 2012). Auch in zahlreichen anderen Tumorentitäten und Krankheiten konnte mutiertes p53 
identifi ziert werden. Aus diesem Grund wurden die hier charakterisierten Endometrialkazinomzelllinien 
nicht nur hinsichtlich der p53-Expression untersucht, sondern auch auf  Mutationen im p53-Genlokus ana-
lysiert.
Tabelle D 1. Bestimmung der p53-Mutationen in EK-Zelllinien 
Um ein aussagekräftiges Ergebnis zu erhalten, wurden 17 Zelllinien untersucht. In 14 der 17 Zelllinien 
konnte eine Mutation in Form eines Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotide polymorphism, 
SNP) nachgewiesen werden. Alle SNPs resultieren in einem Aminosäureaustausch innerhalb der Exons 
sechs, sieben und acht. Zwei Mutationen innerhalb der Exons sechs und acht führen zu einer Deletion 
des jeweiligen Exons. Lediglich drei der 17 untersuchten EK-Zelllinien wiesen keine Mutation im p53-
Genlokus auf. Es konnte demnach kein Zusammenhang zwischen den auftretenden p53-Mutationen und 
der L1CAM-Expression gefunden werden. 
Zelllinie SNP Position Exon Polymorphismus AS-Position
ECC1
SNG II 246 7 ATG(Met)-->GTG(Val) Pos.246
SNG M
SPAC 1 L 273 8 CGT(Arg)-->CAT(His) Pos.273
ARK1 248 7 CGG(Arg)-->TGG(Trp)) Pos.248
HEC 1 B 248 7 CGG(Arg)-->CAG(Gln) Pos.248
HEC 1 A 248 7 CGG(Arg)-->CAG(Gln) Pos.248
EFE 184 282 8 CGG(Arg)-->TGG(Trp) Pos.282
HEC 155 195 6 ATC(Ile)-->AAC(Asn) Pos.195
MFE 280 261 8 Exon  8 Deletion
AN3CA 213 6 CGA(Arg)-->CAA(Gln) Pos.213
MFE 319 220 6 TAT(Tyr)-->TGT(Cys) Pos.220
IK ER 187 6 Exon 6 Deletion
EN 1 273 8 CGT(Arg)-->CAT(His) Pos.273
EN 273 8 CGT(Arg)-->CAT(His) Pos.273
MFE 296 220 6 TAT(Tyr)-->TGT(Cys) Pos.220
ARK 2 165 5 CAG(Gln)-->TAG(STOP) Pos.165
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2.  Induktion der L1CAM-Expression durch TGF-β1 ist Slug vermittelt
Sowohl TGF-β1 als auch Slug sind als Epithelial-Mesenchymal-Transition (EMT) induzierende Moleküle 
bekannt. Der EMT-Prozess ist charakterisiert durch den Verlust der Zell-Zell-Adhäsion und einer Zunahme 
der Zellmotilität. Ursprünglich wurde dieser Prozess als Vorgang während der Embryogenese beschrie-
ben. In den letzten Jahren, wurden die typischen Eigenschaften dieses Phänomens auch für den Übergang 
von einem frühen nicht invasiven Tumorstadium zu einem aggressiven infi ltrierenden Stadium beschrieben 
(Kyo et al. 2006). 
Eine zentrale Rolle spielt dabei der Verlust von E-cadherin und der damit verbundene Verlust der epithe-
lialen Zellhomöostase. In einigen Arbeiten konnte bereits eine erhöhte Metastasierung in Folge des E-cad-
herin-Verlustes nachgewiesen werden (Saito et al 1999, Hirohashi et al 1998). Daneben kommt es während 
des EMT-Prozesses auch zur Deregulation zahlreicher anderer Zelladhäsionsmoleküle, die am Aufbau der 
Adhärenzverbindungen und Tight Junctions beteiligt sind. Eine weitere Parallele zum EMT-Prozess in der 
Embryologie besteht in der zunehmenden Expression der E-cadherin-Repressoren SNAIL und Slug. Eben-
so wie die meisten E-cadherin-Repressoren sind SNAIL und Slug Zinkfi nger-Motiv-Proteine und gehören 
zu der Snail-Familie von Transkriptionsfaktoren.
Als eines der Hauptinduktionssignale der EMT gilt der Transforming growth factor β1 (TGF-β1) (Batlle 
et al., 2000). Im Gegensatz zu anderen Zytokinen, wie z.B. der Hepatocellular growth factor (HGF), gilt 
TGF-β1 als prototypisches Zytokin und führt zu einer vollständigen Induktion des EMT-Prozesses. Da-
gegen wirkt HGF oft nur im zellulären Kontext und kann sowohl zu einer Induktion als auch zu einer Re-
pression der EMT führen (Yang et al., 2005). Die Zytokinproduktion ist dabei ebenfalls vom Tumormilieu 
abhängig. Zytokine können sowohl von infi ltrierenden Zellen als auch von den Tumorzellen selbst gebildet 
werden. In den Zielzellen führen sie anschließend zu einer Änderung des Expressionsmusters von zahl-
reichen Repressoren und Aktivatoren der Transkription. SNAIL und Slug sind dabei die prominentesten 
Transkriptionsfaktoren, deren Expression durch TGF-β1-Exposition induziert wird. (Peinado et al., 2008; 
Barrallo-Gimeno & Nieto, 2005).
Da in ersten in silico Analysen SNAIL/Slug Bindemotive (E-Boxen) im L1CAM-Promoter identifi ziert 
wurden, bedarf  es der Klärung ob L1CAM durch die Transkritpionsfaktoren SNAIL und Slug reguliert 
werden kann. Dazu wurden EK-Zelllinien für 10 Tage mit TGF-β1 oder HGF behandelt und auf  eine 
EMT-Induktion analysiert. Parallel dazu wurde auf  mögliche Effekte auf  die L1CAM-Expression geachtet .
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2.1 TGF-β1 und HGF induzieren EMT und L1CAM-Expression
Um eine EMT zu induzieren, wurden die für L1CAM negative Zellllinie EN1, die schwach positiven 
Zellen, ECC1 und Hec1A, und die stark exprimierenden Hec1B-Zellen für 10 Tage mit TGF-β1 (10 ng/ml) 
oder HGF (5 ng/ml) behandelt. Anschließend wurde die Expression von den EMT-Markern SNAIL, Slug, 
E-cadherin und Vimentin untersucht. Die Analyse erfolgte nach Möglichkeit auf  mRNA- und Proteinebe-
ne. Es wurde versucht zu klären, ob eine EMT-Induktion zu einer erhöhten Expression von L1CAM führt.
Die Ergebnisse der qRT-PCR zeigen eine deutliche EMT-Induktion nach TGF-β1-Behandlung (s.Abb. 
D 7). Sowohl bei ECC1 als auch bei Hec1A ist eine Induktion der EMT nach TGF-β1-Zugabe erkennbar. In 
beiden Zelllinien kommt es zu einer Hochregulation von Vimentin bzw. Herabregulation von E-cadherin. 
Der deutlichste Effekt ist bei Hec1A Zellen zu beobachten. So kommt es zu einem 8,6-fachen Anstieg des 
mRNA-Levels von Vimentin und einem 3,5-fachen Abfall des E-cadherin Levels. Eine TGF-β1-induzierte 
EMT wurde ebenfalls für die Zelllinie EN1 festgestellt. Hier kam es zu einem ca. 20-fachen Anstieg der 
Vimentin-Expression. Der E-cadherin-mRNA-Level blieb dagegen konstant. Jedoch geht aus den vorher-
gehenden Analysen hervor, dass diese Zelllinie bereits ein sehr niedriges Expressionsniveau für E-cadherin 
besitzt. Im Gegensatz zu TGF-β1 führte HGF nur zu einer partiellen EMT-Induktion. Es kommt dabei 
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Abbildung D 7   mRNA-Level nach HGF (gelb) und TGF-β1 (blau) Behandlung über einen Zeit-
raum von 10 Tagen. Aus den Zellen ECC1, Hec1A, EN1 und Hec1B wurde Gesamt-RNA isoliert und 
in cDNA transkribiert. Die Detektion der mRNA-Level erfolgte über qRT-PCR. Untersucht wurden 
Veränderungen im mRNA-Level der Gene von L1CAM, SNAIL, Slug, β-catenin, E-cadherin und 
Vimentin. Alle mRNA-Level wurden zu dem von β-aktin normalisiert. β-aktin diente ebenfalls als 
interner Standard. (die Daten wurden in Kooperation mit Marco Pfeifer angefertigt)
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nur zu einer schwachen Regulation der EMT-Marker-Moleküle. Bei den Transkriptionsfaktoren SNAIL und 
β-catenin blieb die Expression dagegen in allen Zelllinien stabil. Lediglich die Hec1A Zellen reagierten mit 
einer zunehmenden SNAIL-Expression auf  die TGF-β1 Behandlung. In Folge der TGF-β1-Behandlung 
kam es dagegen in allen Zellen zu einer Erhöhung der Slug-Expression. Überraschenderweise ist der Slug-
Level ebenfalls in der L1CAM positiven Zelllinie Hec1B angestiegen. Der L1CAM-mRNA-Level stieg nach 
der TGF-β1-Zugabe in allen L1CAM-defi zienten Zelllinien signifi kant an. Den größten Effekt zeigte die 
Zelllinie EN1. Hier stieg die L1CAM Expression um das 9-fache an. Bei der Zelllinie Hec1B zeigte die 
Zytokin-Behandlung dagegen keine Auswirkungen auf  die L1CAM-Expression. Allerdings exprimiert diese 
Zelllinie bereits sehr stark L1CAM und es wurde keine weitere Zunahme der L1CAM-Expression erwartet.
Zur Validierung der qRT-PCR-Daten, wurde zusätzlich eine Western-Blot-Analyse durchgeführt. Dazu 
wurde die Änderung der Proteinlevel in den EK-Zelllinien ECC1 und Hec1A untersucht (Abb. D 8). In 
beiden Zelllinien ist nach der TGF-β-Behandlung eine Reduktion des epithelialen Markers E-cadherin er-
kennbar. Dies geht erwartungsgemäß einher mit einer erhöhten Expression des mesenchymalen Markers 
Vimentin. In Hec1A Zellen ist ebenfalls ein Anstieg der SNAIL-Expression zu verzeichnen. In ECC1 
Zellen ist dagegen kein Anstieg des SNAIL-Proteinlevels erkennbar. Die HGF-Behandlung führte ent-
sprechend den qRT-PCR-Ergebnissen weder in Hec1A noch in ECC1-Zellen zu einer Änderung der E-
cadherin, Vimentin und SNAIL-Proteinexpression. Im Kontrast dazu, konnte in beiden Zelllinien ein An-
stieg der L1CAM-Expression nach der Behandlung mit beiden Zytokinen beobachtet werden. Der erhöhte 
L1CAM Proteinlevel nach HGF-Behandlung widerlegt tlw. die qRT-PCR-Daten, bei denen kein Anstieg der 
L1CAM-Expression detektiert wurde. Inwiefern HGF auf  Protein- aber nicht auf  mRNA-Niveau zu einer 
Erhöhung von L1CAM führt, bedarf  noch weiterer Untersuchungen.
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Abbildung D 8   Induktion der EMT durch Langzeitbehandlung mit TGF-β1 oder 
HGF über einen Zeitraum von 10 Tagen. Behandelt wurden die Zelllinien ECC1 (links) 
und Hec1A (rechts). Für die Western-Blot-Analyse wurde das Gesamtzelllysat aufgetragen. 
Die Membran wurde mit spezifi schen Antikörpern gegen L1CAM, E-cadherin, Vimentin, 
SNAIL und GAPDH überprobt. GAPDH diente als Ladekontrolle. (die Daten wurden in 
Kooperation mit Marco Pfeifer angefertigt)
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2.2 Überexpression von Slug führt zu einer Induktion der L1CAM-Expression
Durch die TGF-β1- und HGF Behandlung wurde deutlich, dass L1CAM im Zuge des EMT-Prozesses 
hochreguliert wird. Daraufhin wurde untersucht, welchen Anteil der Transkriptionsfaktor Slug bei der Re-
gulation von L1CAM spielt. 
Eine Beteiligung von SNAIL und β-catenin konnte allerdings auch weiterhin nicht ausgeschlossen wer-
den. Doch beide Transkriptionsfaktoren zeigten im Verlauf  der induzierten EMT eine stabile Expression. 
Slug wurde dagegen wie erwartet in allen Zellen in einem erhöhten Maße exprimiert. Das deutet darauf  hin, 
dass die TGF-β1 induzierte L1CAM Hochregulation eventuell durch Slug vermittelt wird.
Um zu zeigen das Slug einen direkten Effekt auf  die L1CAM-Expression hat, wurde Slug in den beiden 
Zelllinien ECC1 und Hec1A überexprimiert. Anschließend erfolgte eine Analyse auf  Protein- und mRNA-
Ebene. In beiden EK-Zelllinien, ECC1 und Hec1A, führt die Überexpression von Slug zu einer Induktion 
der L1CAM-Expression. Sowohl auf  Proteinebene als auch auf  mRNA-Ebene war nach der Transfektion 
mit Slug-HA eine erhöhte L1CAM-Expression detektierbar. In ECC1-Zellen kommt es zu einem 5,5-fa-
chen, in Hec1A-Zellen zu einem 10,5-fachen Anstieg des L1CAM-mRNA-Gehalts. Im Vergleich dazu führt 
die Transfektion mit dem Kontrollvektor pcDNA3 zu keinem erhöhten L1CAM-Level. 
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Abbildung D 9   Protein und mRNA-Level nach Slug-Überexpression. Bestimmung des Proteinge-
halts erfolgte durch Western-Blot-Analyse, des mRNA-Levels durch qRT-PCR. Bei der Western-Blot-
Analyse (links) wurde die Membran mit spezifi schen Antikörpern gegen L1CAM, Slug und GAPDH 
überprobt. GAPDH fungierte dabei als interne Ladekontrolle. Für die Normalisierung der qRT-PCR 
(rechts) wurde β aktin verwendet. Die Zelllinien ECC1 (oben) und Hec1A (unten) wurden jeweils mit 
einer Vektorkontrolle oder einen Slug-Überexpressionsvektor transfi ziert. Die Analyse erfolgte 48 h nach 
der Transfektion (Experimente wurden in Kooperation mit Marco Pfeifer durchgeführt).
Induktion der L1CAM-Expression durch TGF-β1
88
2.3 Spezifi sche siRNA gegen Slug mRNA blockiert TGF-β1 induzierte L1CAM-
Expression
Die Abbildungen D7 und D8 zeigen, dass TGF-β1 zu einer Induktion der L1CAM-Expression führt. 
Weiterhin wurde deutlich, dass Slug direkt an der L1CAM-Regulation beteiligt ist (s. Abb. D9). Demzufolge 
war es von Interesse, zu untersuchen ob die TGF-β1 induzierte Reaktion Slug vermittelt ist. Hierfür wurden 
die Zelllinien ECC1 und Hec1A vor der Zytokinzugabe transient mit Kontroll-siRNA (siGFP) oder spezi-
fi scher siRNA gegen Slug mRNA transfi ziert. Anschließend erfolgte eine TGF-β1 oder HGF-Behandlung 
über einen Zeitraum von 10 Tagen.
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Abbildung D 10   Einfl uss von Slug-siRNA auf die EMT nach Zytokinbehandlung. Die Zelllinien ECC1 und Hec1A wur-
den mit Kontroll- (siGFP) oder siRNA gegen Slug (siSlug) transfi ziert. Nach der Transfektion erfolgte eine Behandlung mit 
TGF-β1 oder HGF für 10 Tage. Anschließend erfolgte eine Analyse der mRNA-Level durch qRT-PCR. (A) L1CAM mRNA-
Level von ECC1 Zellen und (B) Hec1A Zellen nach Zytokinbehandlung und siRNA-Transfektion. (C) E-cadherin, Vimentin 
und Slug mRNA-Level von ECC1 Zellen und (D) Hec1A Zellen nach Zytokinbehandlung und siRNA-Transfektion. Alle 
Daten wurden gegen β-Aktin normalisiert (Die Durchführung der Experimente erfolgte in Kooperation mit Marco Pfeifer).
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Nach der Zytokinbehandlung erfolgte die RNA-Isolation und Analyse durch qRT-PCR. Die Quantifi zie-
rung zeigte eine stabile Repression der Slug-Expression über einen Zeitraum von 10 Tage. In der Abbildung 
D 10 ist deutlich zu erkennen, dass die Unterdrückung von Slug zu einer Inhibition der TGF-β1 induzierten 
L1CAM-Expression führt (s. Abb. D10 a und b). Darüber hinaus wird in beiden Zelllinien eine EMT-
Induktion verhindert (s. Abb. D10 c und d).
Eine Analyse der Expressionslevel von Vimentin und E-cadherin bestätigten eine Blockierung der Slug 
vermittelten EMT-Induktion nach siRNA-Behandlung. Wie erwartet, kommt es in den siGFP transfi zier-
ten ECC1-Zellen zu einer Herabregulation von E-cadherin und einer Hochregulation von Vimentin nach 
TGF-β1-Stimulation. Die erhöhte Expression von Vimentin wurde durch die Transfektion mit Slug siRNA 
aufgehoben. Für Hec1A-Zellen ergibt sich ein ähnliches Bild wie für ECC1-Zellen. Die L1CAM-Expression 
steigt in siGFP transfi zierten Hec1A-Zellen um das 3,3-fache nach der Stimulation mit TGF-β1 (Abb. D10-
B). Die Transfektion mit Slug-siRNA reduziert diesen Effekt vollständig. Durch den Knock down von Slug 
kommt es ebenso zu einer abgeschwächten E-cadherin-Repression. Der Anstieg der Vimentin-Expression 
wird nur gering beeinfl usst (s. Abb. D10). Die übereinstimmenden Ergebnisse aus den beiden Zelllinien 
ECC1 und Hec1A sind ein weiterer Hinweis für eine Beteiligung von Slug bei der Regulation von L1CAM. 
Insbesondere bei der TGF-β1 induzierten L1CAM-Expression scheint Slug eine zentrale Rolle einzuneh-
men.
2.4 Der Transkriptionsfaktor Slug bindet an Bindemotive im L1CAM-Promoter
Um eine direkte Interaktion von Slug mit den L1CAM Promotorelementen nachzuweisen, wurde eine 
Chromatin Immunpräzipitation (ChIP) durchgeführt. Die ChIP ist ein essentieller Nachweis für eine DNA-
Protein-Interaktion. Der Assay zeigt, welche Wechselwirkungen bestimmte Proteine mit bestimmten Regio-
nen des Genoms eingehen. Da die Durchführung in vivo erfolgt, ist es möglich, die Interaktionen innerhalb 
einer Zelle kontextabhängig zu untersuchen. Die Verwendung der PCR als Analysemethode, ermöglicht 
außerdem eine äußerst genaue Betrachtung einer defi nierten Genomregion. Im Allgemeinen dient die 
ChIP nicht nur zum Nachweis der Bindung eines Transkriptionsfaktors an die DNA. Die Interaktion von 
Transkriptions-Co-Faktoren, modifi zierten Histonen, Replikationsfaktoren und DNA-Reparatur-Proteinen 
kann ebenfalls mit Hilfe der ChIP untersucht werden. Diese genaue Betrachtungsmöglichkeit stellt einen 
Vorteil gegenüber anderen in vitro Verfahren, wie z.B. dem EMSA, dar. Desweiteren können mittels ChIP 
Bindungseigenschaften innerhalb einer natürlich vorliegenden Chromatinstruktur untersucht werden. 
Durch die ChIP Analyse konnte die Bindung von Slug an die E-Box-Bindemotive innerhalb der Promo-
terelemente des L1CAM-Promoters nachgewiesen werden. Nach der Überexpression von Slug-HA in den 
Zelllinien ECC1 und Hec1A kam es zu einem Anstieg der spezifi schen Bindung von Slug. Zur Präzipitation 
von Slug wurde ein HA-Antikörper verwendet, da ein qualitativ ausreichender kommerzieller ChIP-Anti-
körper gegen Slug nicht verfügbar war. Die Überexpression offenbarte unterschiedliche Bindungseigen-
schaften zwischen den beiden Zelllinien. In Hec1A-Zellen führte die Slug-Überexpression zu einem Anstieg 
des Signals bei allen untersuchten Bindestellen. Die Signalstärke lag im Schnitt bei 4% des Inputsignals. Zur 
stärksten Anreicherung kam es bei den Bindemotiven E-Box 7 (E7) und E-Box 8 (E8) mit 5,5 % bzw. 4,6 %. 
Im Gegensatz zu Hec1A zeigten ECC1-Zellen nur bei zwei Bindestellen eine erhöhte Präzipitation. Bei den 
Bindestellen E7 und E9 kam es zu einer deutlichen Erhöhung des Signals. Die Signalstärke betrug 5,5 % bei 
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E7, bzw. 3,4 % bei E9. Beide Zelllinien zeigen somit Unterschiede bei der Bindung von Slug an die L1CAM 
Promoterregionen. Das deutet sowohl auf  eine differenzielle Aktivität der zwei Promoterelemente und eine 
kontextabhängige Nutzung der beiden Promotoren hin. Für die Aktivität beider Elementen spielt Slug aller-
dings eine entscheidende Rolle.
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Abbildung D 11   ChIP-Experiment mit ECC1-Zellen (oben) und Hec1A-Zellen (unten). Zur 
Präzipitation wurde ein monoklonaler Antikörper gegen HA verwendet. Die Zellen wurden entweder 
mit einem Kontrollvektor (pcDNA3) oder einem Slug-HA Expressionsplasmid transfi ziert. Die Zellen 
wurden für ChIP fi xiert, das Chromatin isoliert, verdaut und mit dem HA-Antikörper präzipitiert. 
Die Analyse erfolgte durch qRT-PCR. Das Signal der präzipitierten DNA wurde zu dem des Input 
normalisiert. Als neg. Kontrolle diente ein für eine Region außerhalb des L1CAM-Promoters spezifi -
sches Primerpaar.
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3.  Einfl uss des Transkriptionsfaktors REST (RE1 silencing transcription 
factor) auf die L1CAM Expression in EK-Zelllinien
In einer Arbeit von Kallunki und Kollegen aus den 1990er wurde die Beteiligung des RE1 silencing 
transcription factors (REST) bei der L1CAM Regulation in der Maus untersucht (Kallunki et al., 1997). 
Es wurde gezeigt, dass REST entsprechend seiner bekannten Funktion als Repressor neuronaler Gene die 
Inhibition der L1CAM-Expression in nicht neuronalem Gewebe vermittelt. In vitro konnte die Aktivität des 
NRSE-Bindemotivs bestätigt werden. Gene, welche dieses regulative Bindemotiv besitzen, werden durch 
REST negativ reguliert.
Beim Menschen nimmt REST ebenfalls die Rolle eines globalen Repressors von nicht neuronalen Genen 
ein. Dabei konnte in Chip on ChIP-Experimenten die Bindung von REST innerhalb der Promoterregionen 
zahlreicher neuronaler Gene nachgewiesen werden (Bruce et al., 2004). Neben dem Promoter von L1CAM, 
bindet REST ebenfalls an die Promotoren von SNAP25, Synaptophysin. Entsprechend seiner Funktion 
als globaler Regulator neuronaler Gene wird REST in nicht-neuronalen Gewebe ubiquitär exprimiert und 
zeigt spezifi sche Expressionsmuster während der embryonalen Entwicklung. Für die hier untersuchten EK-
Zelllinien wurden gleiche REST-Expressionslevel festgestellt (Abb.: D2 und D3). Dennoch wurde bei der 
Charakterisierung der Zelllinien eine sehr differenzierte Expression von L1CAM innerhalb der Zelllinien 
sichtbar (Abb.:D1-D3). Das lässt die Frage aufkommen, was zu dem offensichtlichen Funktionsverlust 
von REST führt? In zahlreichen Arbeiten konnte schon ein Zusammenhang zwischen einer Änderung des 
REST-Levels bzw. der -funktion und einer veränderten Tumorprogression hergestellt werden (Westbrook 
et al., 2008; Moss et al., 2009; Kreisler et al., 2010; Taylor et al., 2012). Jedoch offenbarte bis zum heuti-
gen Zeitpunkt lediglich eine Arbeit eine Funktion von REST bei der L1CAM-Regulation in Tumorzellen. 
Kreisler und Kollegen zeigten in SCLC-Zelllinien, dass eine REST-Promotermethylierung mit der L1CAM-
Expression korreliert (Kreisler et al., 2010).
In dieser Arbeit wurde versucht zu klären, ob REST eine entscheidende Rolle bei der aufkommenden 
Expression von L1CAM im EK einnimmt. Dazu wurden zum einem die Auswirkungen veränderter REST-
Expressionslevel auf  die L1CAM-Expression untersucht. Zum anderen wurde die REST-DNA-Interaktion 
in L1CAM positiven und L1CAM-defi zienten Zelllinien betrachtet.
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3.1 REST-Überexpression reduziert L1CAM-Expression in L1CAM positiven 
Zelllinien
Durch die Überexpression von REST sollte nun die mögliche Relevanz der Repressorfunktion bei der 
L1CAM-Expression im EK nachgewiesen werden. Dazu wurden die beiden Zelllinien Hec1B und SPAC1L 
entweder mit Kontrollvektor (pCMV) oder dem REST-Expressionsplasmid (pCMV-REST) transfi ziert. 
Nach 48 h wurde mRNA isoliert und Gesamtprotein-Lysate hergestellt und für Expressionsanalysen von 
L1CAM und REST mittels qRT-PCR bzw. Westernblot verwendet.
In beiden Zelllinien führt die Überexpression von REST zu einer deutlichen Reduktion der L1CAM-
Expression. Sowohl in Hec1B- als auch in SPAC1L-Zellen sinkt die Menge an L1CAM-mRNA um ca. 50 % 
(Abb. D12 a und c). Durch die Transfektion des Kontrollvektors (pCMV) wird die L1CAM-Expression 
dagegen nicht beeinfl usst. Die Proteinanalysen (Abb.12 b und d) bestätigen die Ergebnisse der qRT-PCR. 
Auch hier ist in beiden Zelllinien ein deutlicher Abfall der L1CAM-Proteinmenge nach REST-Überexpres-
sion erkennbar. Die Daten zeigen deutlich, dass eine erhöhte Expression von funktionellem REST in stark 
L1CAM-exprimierenden Zellen zu einer Repression von L1CAM führt.
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Abbildung D 12   qRT-PCR und Western-Blot-Analyse nach 48h REST-Überexpression in Hec1B 
(a+b) und SPAC1L (c+d) Zellen. Die Zellen wurden entweder mit dem Kontrollvektor oder dem 
pCMV-REST-Vektor transfi ziert. Bei der qRT-PCR erfolgte die Normalisierung zum internen Stan-
dard β-aktin. GAPDH diente als Ladekontrolle bei der Western-Blot-Analyse.
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3.2 In L1CAM-defi zienten Zelllinien führt der siRNA-vermittelte knockdown 
von REST zur Induktion der L1CAM-Expression
Die Überexpression von REST zeigte eindeutige Effekte auf  die L1CAM-Expression in L1CAM positi-
ven Zellen. Nachfolgend sollte geklärt werden, ob der Verlust von REST mit einem Anstieg der L1CAM-
Expression in EK-Zellen einhergeht. Hierfür wurden die vier L1CAM-defi zienten Zelllinien EN1, MFE296, 
ECC1 und Hec1A mit spezifi scher siRNA komplementär zu REST-mRNA transfi ziert. 72 h nach der 
Transfektion erfolgte die Analyse der L1CAM-Expression. Dabei wurden alle vier Zelllinien hinsichtlich der 
Expression auf  mRNA-Ebene untersucht. Für ECC1 und Hec1A Zellen wurden zusätzlich Westernblot-
Anlysen zur Detektion von Gesamtproteinmengen durchgeführt. Die in Abbildung D13 dargestellten Er-
gebnisse zeigen einen deutlichen Effekt auf  die L1CAM-Expression nach siRNA-vermittelter Depletion 
des REST-Proteins. In allen vier Zelllinien kam es zu einer effi zienten Reduktion der REST mRNA-Level 
und in Folge dessen zu einer erhöhten L1CAM-Expression. Der höchste Anstieg konnte bei der Zelllinie 
EN1 beobachtet werden, der geringste bei der Zelllinie MFE296. Ähnliche Ergebnisse lieferten die Unter-
suchungen der Proteinexpression. Die Gesamtproteinmenge von L1CAM war nach der Transfektion mit 
REST-spezifi scher siRNA deutlich erhöht (s. Abb. D13).
Zusammenfassend zeigen die Daten, dass eine verminderte REST-Aktivität zu einer höheren L1CAM-
Expression führt. Somit besitzen auch L1CAM-defi ziente EKzellen die molekularen Vorrausetzungen zur 
Expression von L1CAM. Die Anwesenheit von REST blockiert jedoch eine mögliche L1CAM Expression.
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Abbildung D 13   qRT-PCR-Analyse nach Transfektion von REST-siRNA. Die vier Zelllinien 
EN1, Hec1A, MFE296 und ECC1 wurden entweder mit Kontroll-siRNA (siGFP) oder spezifi scher 
siRNA (siREST) transfi ziert. Nach 72 h wurde der mRNA-Level von L1CAM und REST bei allen 
Zelllinien bestimmt. Links ist der L1CAM-mRNA-Level zu sehen, rechts der von REST, welcher zur 
Bestimmung der siRNA-Effi  zienz gemessen wurde. Alle Daten wurden zu den von β-aktin normali-
siert.
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3.3 L1CAM positive und L1CAM-defi ziente Zelllinien zeigen die gleiche sub-
zelluläre Lokalisation von REST
In den vorhergehenden Experimenten konnte die Funktionalität von REST bei der L1CAM-Regulation 
in EK-Zelllinien nachgewiesen werden. Bisher ungeklärt blieb die Frage, warum ein Teil der EKe eine 
scheinbar konstitutive Expression von L1CAM aufweist, während ca. 70% - 80% der EKe L1CAM-negativ 
sind (Pfeifer et al., 2010, Fogel et al., 2003). L1CAM positive Tumoren zeigen zum Teil eine massive Expres-
sion des Proteins, welche sich über den gesamten soliden Tumor erstreckt. Dieses Phänomen kann nicht 
allein durch die TGF-β1 induzierte L1CAM-Expression erklärt werden. 
Eine ähnliche Situation liegt auch bei EK-Zelllinien vor. Ein Teil der Zelllinien zeigt eine sehr schwa-
che bis nicht detektierbare L1CAM-Expression. Der andere Teil zeigt im Gegensatz dazu eine sehr starke 
L1CAM-Expression. Eine veränderte Subzelluläre Verteilung von REST ist daher von Interesse, da sie die 
Unterschiede im L1CAM-Expressionsmuster erklären könnte.
Mithilfe der konfokalen Immunfl uoreszenzmikroskopie wurde die zelluläre Lokalisation von REST in 
den EK-Zelllinien untersucht. Wie bei aktiven Transkriptionsfaktoren üblich, ist auch REST normalerweise 
im Nukleus der Zelle lokalisiert. Allerdings ist bekannt, dass die Lokalisation durch verschiedene Ereignisse 
reguliert werden kann. So besitzt das REST-Protein ein NLS- (nuclear localisation side) und ein Zinkfi nger 
5-Motiv (Shimojo et al., 2001), welche den Kerntransport des Moleküls regulieren. Außerdem ist REST 
auch mit anderen Proteinen wie z.B. PRICKLE1 (RILP) (Shimojo and Hersh, 2003), HTT (Zuccato et al., 
2003) oder DCTN1 (Shimojo, 2008) assoziiert. Auch diese beeinfl ussen die Lokalisation von REST. Durch 
konfokale Fluoreszenzmikroskopie sollte die subzelluläre Lokalisation von REST in den Zelllinien EN1, 
ECC1, Hec1A, Hec1B, MFE296 und SPAC1L untersucht werden. Die konfokalen Mikroskop Aufnahmen 
zeigten jedoch keine Unterschiede in der subzellulären Verteilungen von REST. Sowohl bei den L1CAM-
defi zienten Zelllinien, ECC1, Hec1A, MFE296 und EN1, als auch bei den L1CAM positiven Zelllinien, 
Hec1B und SPAC1L, wurde REST ausschließlich im Kern der Zellen detektiert. Eine unterschiedliche zellu-
läre Lokalisation von REST kommt somit nicht als Erklärung für die unterschiedliche L1CAM-Expression 
in Betracht.
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Abbildung D 14   Analyse der Oberfl ächenexpression und der Gesamtproteinmenge von 
L1CAM. ECC1- und Hec1A-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (siGFP) oder spezifi scher 
siRNA (siREST) transfi ziert. Die Oberfl ächenexpression wurde durch FACS-Analyse, die Ge-
samtproteinmenge durch Western-Blot-Analyse bestimmt.
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Abbildung D 15   Subzelluläre Lokalisation von REST in unterschiedlichen EK-Zelllinien. Die 
Detektion von REST und L1CAM erfolgte durch spezifi sche Erstantikörper und Alexa488-konjugier-
ten Zweitantikörper gegen den REST-Antikörper, bzw. durch einen Alexa647-konjugierten Zweitan-
tikörper gegen den L1CAM Antikörper. Die Kerne wurden mit Hilfe von DAPI angefärbt. Konfokale 
Aufnahmen wurden bei 40-facher Vergrößerung aufgenommen.
3.4 Alternatives Splicing von REST spielt nur eine untergeordnete Rolle in EK-
Zelllinien
Eine Arbeit von Wagoner et al. (2010) zeigte, dass es in Brusttumoren zum alternativen Splicing des 
REST-Primärtranskripts kommt. Aus diesem Ereignis geht eine loss of  function Version von REST her-
vor. Die mRNA-Isoform des REST4-Proteins (Isoform3) beinhaltet im Gegensatz zur normalen mRNA-
Isoform (Isoform1) ein zusätzliches Exon (Exon4) und kodiert für ein Stopcodon. Das führt zu einem 
vorzeitigen Abbruch der Translation. Dem als REST4 bezeichneten C-Terminal verkürzten Protein fehlen 
die Zinkfi ngerdomänen 5-7 sowie die Repressordomäne 2 (Palm et al., 1998). Das hat zu Folge, dass Brust-
tumore mit einer übermäßigen REST4-Expression REST-Zielgene überexprimieren (Wagoner et al. 2010). 
In anderen Tumorentitäten wie z.B. in Neuroblastoma-Zelllinien (Palm et al., 1999) oder SCLC-Zelllinien 
(Coulsen et al., 2001) und -Tumoren konnte die alternative Form REST4 ebenfalls nachgewiesen werden. 
Durch eine spezifi sche PCR und qRT-PCR wurde analysiert, in welchem Maße REST4-mRNA in den 
hier untersuchten EK-Zelllinien exprimiert wird. In Abbildung D16 ist ein Schema der PCR-Strategie zur 
Detektion der unterschiedlichen Splice-Varianten dargestellt. Nach der Durchführung der PCR konnte in 
allen Zellen die REST mRNA-Isoform3 nachgewiesen werden (Abb. D17). Dabei wurde in den Zelllinien 
EN1 und Hec1B die höchste Produktmenge detektiert. Wie erwartet, ergab eine Sequenzierung der entspre-
chenden Amplifi kate, dass diese das Exon4 beinhalteten (s. Anhang). Beide Zelllinien exprimieren allerdings 
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unterschiedlich stark L1CAM. Auch bei den übrigen EK-Zelllinien ist kein Zusammenhang zwischen der 
L1CAM- und REST4-Expression erkennbar. Die beiden SCLC-Zelllinien H1299 und H1390 dienten ledig-
lich als Positiv- bzw. Negativkontrolle für die REST4-Expression. 
Um die Quantität der REST4-Expression zu bestimmen wurde eine qRT-PCR mit der gleichen cDNA 
durchgeführt. Die qRT-PCR erlaubt eine genauere Aussage über das Expressionsniveau der einzelnen 
REST-Isoformen und deren Einfl uss auf  die L1CAM-Regulation. Die durchgeführte qRT-PCR (s. Abb. 
346 bp
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Exon 3 Exon 4 Exon 5 REST4
915 bp 55 bp 6004 bp
269 bp 401 bp
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Abbildung D 16   Strategie zur Detektion der nativen REST-Variante und der alternativen Splice-
Variante REST4. Zur Detektion wurden zwei unterschiedliche Primerpaare (PP1 und PP2) verwen-
det. Je nach Isoform erhält man mit dem PP1 zwei unterschiedliche Fragmentgrößen. Bei der mRNA-
Isoform1 (REST) erhält man eine PCR-Produktgröße von 346 bp. Die Isoform3 mit dem zusätzlichen 
Exon4 ergibt eine Produktgröße von 401 bp. Zur spezifi schen Detektion des Exon 4 wurde das PP2 ver-
wendet. Das PP2 detektiert ausschließlich die Isoform3 und man erhält eine Produktgröße von 269 bp.
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Abbildung D 17   PCR zur Detektion unterschiedlicher REST mRNA-Isoformen. Für den Nach-
weis wurde von jeder Zellllinie die Gesamt-mRNA isoliert. Anschließend erfolgte die reverse Tran-
skription in cDNA. Pro PCR-Ansatz wurden 10 ng der cDNA eingesetzt. Von jeder cDNA erfolgte 
eine Amplifi kation mit dem PP1 und dem PP2. H1299 und H1395-Zellen sind als negativ für die 
Isoform3 beschrieben wurden. REST-pCMV + ist die entsprechende Positivkontrolle mit dem REST-
pCMV-Vektor als Template. Bei der Wasserkontrolle wurde die PCR-Reaktion ohne Primer bzw. das 
Template angesetzt (Primer, REST-pCMV-).
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D18) bestätigte das Ergebnis aus den vorhergehenden Versuchen. Das relativ konstante Expressionslevel 
von REST konnte bereits bei der Zellcharakterisierung gezeigt werden. Außerdem ist keine elementare Dif-
ferenz in der Expressionsstärke der Isoform3 erkennbar. Bei allen Proben liegt die Signalstärke im pmol-
Bereich des verdünnten Standards. Der gebildete Quotient aus den Expressionsstärken der unterschiedli-
chen Isoformen variiert zwar stark zwischen den Zelllinien, dennoch ist das Niveau der REST4-Expression 
in allen Zelllinien niedriger als das der REST-Expression. Die dominant negative Isoform3 spielt somit in 
allen Zellen nur eine untergeordnete Rolle.
Tabelle D 2. Quotienten aus der absoluten mRNA-Expression von REST (PP1) und REST4 (PP2). Ein nied-
riger Quotient bedeutet eine höhere REST4-Expression im Verhältnis zur REST-Expression.
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Abbildung D 18   qRT-PCR zur Detektion von der mRNA von REST und REST4. Ver-
wendet wurden die gleichen Primerpaare wie in Abb. D16 beschrieben. Zur Bestimmung der 
absoluten mRNA-Expression wurde ein externer Standard verwendet. Der externe Standard 
besteht aus PCR-Produkten der verwendeten Primer. Diese wurden aus einem Agarose-Gel iso-
liert und vermessen. Anschließend wurden sie so verdünnt, dass man eine lineare Eichgerade 
erhält. Die einzelnen Verdünnungen werden anschließend in der qRT-PCR eingesetzt. Anhand 
der Eichgerade und der bekannten Ausgangskonzentration der PCR-Produkte, kann bei ent-
sprechender Signalstärke die absolute mRNA-Expression der einzelnen Proben bestimmt wer-
den. Untersucht wurde die Expression von acht EK-Zelllinien.
Zelllinien ECC1 Hec1A EN1 MFE296 Hec1B SPAC1L SNG II SNG M
Quotient PP1/PP2 17552,45 2531,91 3488,84 15696,20 4582,48 38631,79 10000,00 5910,65
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3.5 Die Bindungsaffi  nität zum RE-1 Bindemotiv ist in L1CAM-defi zienten  
Zelllinien höher
In vorhergehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass REST in EK-Zelllinien einen Einfl uss 
auf  die L1CAM-Expression hat. So führte eine siRNA vermittelter Knock down von REST zu einer erhöh-
ten L1CAM-Expression (s. Abb. D13 und D14). Im Gegenzug führte eine REST-Überexpression zur Re-
pression von L1CAM (s. Abb. D12). Dennoch konnte keine befriedigende Erklärung dafür gefunden wer-
den, in welchem Maße endogenes REST zu den unterschiedlichen L1CAM-Expressionsleveln der Zelllinien 
beiträgt. Alle Zelllinien hatten ein weitestgehend gleiches REST-Expressionslevel (s. Abb. D2 und D3) und 
zeigten keine Unterschiede in der subzellulären Lokalisation von REST (s. Abb. D15). Auch die dominant 
negative Isoform REST4 wird in allen Zelllinien nur sehr schwach exprimiert. Für die Aktivität eine Repres-
sors ist es allerdings auch entscheidend in welchem Maß er mit den DNA-Bindemotiven interagiert. 
Durch eine ChIP-Analyse wurde die Bindungsaffi nität von REST zu dem RE1-Bindemotiv im L1CAM-
Promoter untersucht. Für die Immunpräzipitation wurde ein REST-spezifi scher Antikörper verwendet. 
Die Analyse durch qRT-PCR ergab eine hohe Interaktion von REST mit dem RE1-Bindemotiv in den 
L1CAM-defi zienten Zelllinien. Am stärksten bindet REST an das RE1-Motiv innerhalb des L1CAM-Lokus 
bei EN1 Zellen. Im Vergleich dazu war das Level an konstitutiv gebundenen REST an die Bindestelle im 
L1CAM-Promoter in MFE296-Zellen um die Hälfte reduziert. Von den vier L1CAM-defi zienten Zellli-
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Abbildung D 19   ChIP mit REST-spezifi schen Antikörper. Analysiert wurde die Bindung von REST 
an das Bindemotiv RE1. Neben L1CAM wurden ebenfalls die Promotoren von SNAP25 und Synap-
tophysin auf eine REST-Interaktion untersucht. Als Negativkontrolle für die REST-Bindung diente eine 
Region 7000 bp vor der L1CAM Promoterregion. Für die Analyse wurde Chromatin von den Zelllinien 
EN1, ECC1, Hec1A, MFE296 und Hec1B verwendet. Zusätzlich wurde ebenfalls das Chromatin aus 
mit REST-pCMV transfi zierten Zellen verwendet (Hec1B pCMV-REST, SPAC1L pCMV-REST). Die 
Auswertung erfolgte über qRT-PCR  und die Daten wurden zum Input normalisiert. Gezeigt ist das reprä-
sentative Ergebnis aus zwei unabhängigen Ergebnissen.
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nien besitzen die MFE296-Zelllinien damit die geringste REST-Interaktion mit dem L1CAM-Promoter. 
Allerdings war die Menge präzipitierter DNA bei der L1CAM positiven Zelllinie Hec1B deutlich geringer 
als bei den MFE296 Zellen. Die Bindung von endogenem REST ist in Hec1B-Zelllinien mehr als dreifach 
geringer. Eine Steigerung der REST-Bindung konnte durch eine Überexpression von REST erreicht wer-
den. Dennoch liegt in beiden pCMV-REST transfi zierten Zellen der Level an gebundenen REST immer 
noch unter dem der L1CAM-defi zienten Zelllinien. Ein ähnliches Bild ergibt sich auch für die zwei weiteren 
untersuchten RE1-Bindemotive. Jeweils ein regulatives Element ist in den Promotoren von SNAP25 und 
Synaptophysin zu fi nden. Dabei bindet REST generell schwächer an das Motiv im Promoter von Synapto-
physin. Die gewählten EK-Zelllinien weisen Unterschiede in der Interaktion von REST mit dem regulativen 
Element RE1. Diese Resultate könnten eine erste Erklärung für die differenzielle L1CAM-Expression bei 
den Zelllinien sein.
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4.  Epigenetische Regulation von L1CAM
Arbeiten aus den letzten Jahren belegen eine Beteiligung von epigenetischen Mechanismen bei der Re-
gulation von L1CAM. So zeigten Kuwajima et al.(Kuwajima et al., 2007), dass die Histon-Deacetylase-
Inhibitoren TSA und Butyrat in B16-BL6 Melanomazellen zu einer erhöhten Expression von Mel-CAM 
und L1CAM führen. Eine weitere Gruppe um Cato belegte außerdem eine inverse Korrelation zwischen 
der Methylierung des L1CAM-Promoters und der L1CAM-Expression bei kolorektalen Karzinomen (Kato 
et al., 2009). Zunehmend werden auch Zusammenhänge zwischen Epigenetik und Tumorprogression des 
EK hergestellt (Balch et al., 2010; Tao and Freudenheim, 2010). Im Verlauf  dieser Arbeit, wurde der direkte 
Einfl uss epigenetischer Mechanismen auf  die L1CAM-Expression in EK-Zelllinien untersucht. 
4.1 Histon-Deacetylase-Inhibitoren führen zu einer erhöhten Expression von 
L1CAM
Aus der Vielzahl unterschiedlicher Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDAC-Inhibitoren) wurden Tricho-
statin A und Valproinsäure auf  ihre Effektivität in EK-Zelllinien getestet. Trichostatin A blockiert selektiv 
die Funktion von Klasse I- und Klasse II-Histonen und führt zu einem Arrest des Zellzyklus in eukaryoti-
schen Zellen (Vanhaecke et al., 2004). TSA wurde aus dem Bakterium Streptomyces patensis isoliert und wirkt 
als Antibiotikum gegen Pilze. Im Gegensatz dazu ist die Valproinsäure (VA) eine synthetisch chemische 
Komponente und inhibiert ausschließlich die Histon-Deacetylase-I. Beide Komponenten werden seit eini-
ger Zeit auf  ihre Wirksamkeit als Chemotherapeutikum getestet. Durch die Behandlung wurde versucht den 
Effekt der zwei Inhibitoren TSA und Valproinsäure auf  die L1CAM-Expression in EK-Zelllinien nachzu-
weisen. Um eine minimal effektive Konzentration zu bestimmen wurde eine Titration der beiden Kompo-
nenten durchgeführt. Dazu wurden unterschiedliche Konzentrationen von TSA und Valproinsäure zu den 
zwei Zelllinien Hec1A und ECC1 gegeben. Die Behandlung erfolgte jeweils über einen Zeitraum von 24 h, 
anschließend wurde die mRNA für die qRT-PCR isoliert. 
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Abbildung D 20   qRT-PCR zur Bestimmung des L1CAM mRNA-Levels. Die Zelllinien wurden 
mit den angegebenen TSA-Konzentrationen für 24 h behandelt. In der Abb. ist der mRNA-Level rela-
tiv zu unbehandelt dargestellt. Alle Daten wurden zu den von β-aktin normalisiert. DMSO stellt die 
Lösungsmittelkontrolle dar.
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L1CAM wurde bei allen verwendeten Konzentrationen auf  ein ähnliches Level hochreguliert. Dabei lag 
die Mindestkonzentration zur Induktion der L1CAM mRNA-Expression in ECC1-Zellen bei 2,5 μM TSA 
und bei Hec1A-Zellen bei 5 μM TSA. Für alle nachfolgenden Experimente wurden die Zellen mit der mi-
nimalen TSA-Konzentration aus der Western-Blot-Analyse behandelt. Hier zeigten beide Zelllinien bereits 
bei der Behandlung mit 0,5 μM TSA sowohl bei der Histonacetylierung als auch bei der L1CAM-Regulation 
einen deutlichen Effekt (s. Abb. D20).
Die Effekte der HDAC-Inhibitoren wurden zusätzlich auf  Protein-Ebene validiert. Dazu wurden Ge-
samtzelllysate für Westernblot-Analysen hergestellt. In Abbildung D 21 ist eine deutliche Zunahme des 
L1CAM-Proteinlevels in Abhängigkeit der HDAC-Inhibitor-Konzentration zu sehen. Sowohl TSA als auch 
Valproinsäure führen in beiden Zelllinien zu einer erhöhten L1CAM-Expression. Es kommt ebenfalls zu 
einer Zunahme des acetylierten Histon 3-Proteins. Eine erhöhte Acetylierung von Histonen ist eine Folge 
der blockierten HDAC-Funktion und ein Indikator für die Effi zienz der HDAC-Inhibitoren. Dabei ist eine 
ansteigende Acetylierung schon bei der am geringsten gewählten Konzentration von TSA und Valproinsäu-
re zu erkennen.  
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Abbildung D 21   Western-Blot-Analysen von EK-Zelllinien nach TSA und VA-Behandlung. Die 
Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen der entsprechenden Substanz für 24 h behan-
delt. Zur Detektion der Proteinlevel wurden spezifi sche Antikörper gegen L1CAM, acetyliertes Histon 
3 (Acetyl-H3) und GAPDH verwendet, letzteres diente als Ladekontrolle. 
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4.2 CT-X-Gene (cancer testis genes) werden in EK-Zelllinien epigenetisch      
reguliert
Die CT-X-Gene sind, wie L1CAM, auf  dem X-Chromosom lokalisiert und werden ähnlich wie L1CAM 
nicht von Normalgewebe exprimiert. Bei allen Genen ist die Expression auf  das Testisgewebe oder andere 
immunprivilegierte Gewebe beschränkt. Darüber hinaus konnten sie bereits in mehreren Tumorentitäten 
nachgewiesen werden. Es ist bekannt, dass die CT-X-Gene sehr stark durch epigenetische Effekte reguliert 
werden und im somatischen Gewebe sind die Promotoren durch eine Hypermethylierung gekennzeichnet. 
In der Literatur sind additive Effekte von 5‘-AzaC und TSA bei epigenetisch regulierten Genen beschrieben 
(Gjerstorff  et al., 2009). Auch bei Genen aus der Gruppe der CT-X-Gene (cancer testis genes) konnte dieser 
Effekt nachgewiesen werden (James et al., 2006; Oi et al., 2009). Ein Anstieg der Expression von CT-X-
Genen ist somit ein Indikator für eine Änderung des Methylierungsmusters bzw. eine zunehmende Hypo-
methylierung. Die Gemeinsamkeiten zwischen CT-X-Genen und L1CAM werfen die Fragen auf, inwiefern 
die Gene im EK epigenetisch reguliert sind und ob es eine Co-Regulation in den Zellen gibt? Um diese 
Fragen zu beantworten, wurde die Expression von CT-X-Genen in EK-Zelllinien und Tumorgewebeschnit-
ten untersucht. Außerdem wurde die Änderung der Expression nach der Inhibition von HDACs und DN-
MTs betrachtet. Wie vorher beschrieben, wurden die Zellen ebenfalls mit 5’-AzaC oder TSA behandelt.
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Abbildung D 22   qRT-PCR-Analyse zur Bestimmung der mRNA-Level von Mage 3A, Mage 4A 
und Ny-Eso-1. Gezeigt sind die Ergebnisse aus einem von drei unabhängigen Experimenten. Die Zel-
len wurden jeweils mit 5’AzaC (5 μM), TSA (500 nM) allein oder mit beiden in Kombination behan-
delt. Die Dauer der Behandlung betrug 5 d bei 5’AzaC bzw. 1 d bei TSA. Alle Daten wurden zu denen 
von β-aktin normalisiert.
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Die drei getesteten CT-X-Gene Mage 3A, Mage 4A und Ny-Eso-1 durch die Inhibition von HDACs und 
DNMTs in den EK-Zelllinien hochreguliert (s. Abb. D22). Für die Zelllinie Hec1A zeigte sich hier kein 
Effekt nach 5’AzaC-Behandlung. Bei den anderen drei Zelllinien (ECC1, EN1, MFE296) war das Ausmaß 
der Regulation der einzelne CT-X-Gene unterschiedlich stark und variierte auch unter den Zelllinien. Im 
Allgemeinen war die Induktion durch 5’AzaC wesentlich stärker als durch TSA. Dieses Phänomen wurde 
bereits für einige der hier untersuchten CT-X-Gene beschrieben (Gjerstorff  et al., 2009). Das Experiment 
zeigt, dass bis auf  Hec1A-Zellen, alle EK-Zelllinien sensitiv für die Behandlung mit den Inhibitoren sind 
und die Blockierung der jeweiligen Enzyme zu einer veränderten Expression von epigenetisch regulierten 
Genen führt.
4.3 DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5‘-AzaC induziert L1CAM-Expression in 
L1CAM-defi zienten Zellen
Neben der Histonmodifi zierung ist die DNA-Methylierung ein weiterer Hauptmechansimus der Epige-
netik. Die DNA-Methylierung erfolgt in mit CpGs angereicherten Regionen, sogenannten CpG-Inseln. 
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Abbildung D 23   qRT-PCR-Analyse zur Bestimmung des L1CAM-mRNA-Levels. Gezeigt 
sind die Ergebnisse aus einem von drei unabhängigen Experimenten. Die Zellen wurden jeweils mit 
5’AzaC(5 μM) oder TSA (500 nM) allein oder mit beiden in Kombination behandelt. Die Dauer 
der Behandlung betrug 5 d bei 5’AzaC bzw. 1 d bei TSA. Alle Daten wurden zu denen von β-aktin 
normalisiert.
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Die Inseln sind hauptsächlich in repetetiven Elementen sowie Zentromer- und Promoterregionen be-
stimmter Gene lokalisiert (Bird, 2002; Weber and Schubeler, 2007). Auch im L1CAM-Promoter wurden 
nach einer in silico-Analyse CpG-Inseln identifi ziert. Mithilfe des Demethylierungsreagenz 5‘-AzaC wurde 
überprüft, inwiefern die DNA-Methylierung in die L1CAM-Regulation in EK-Zelllinien eingreift. Dazu 
wurden unterschiedliche Zelllinien mit dem Inhibitor behandelt und auf  Veränderungen im Methylierungs-
muster und der L1CAM-Expression, sowohl auf  mRNA als auch auf  Protein-Ebene, untersucht.
Die Effekte der 5’AzaC-Behandlung auf  die L1CAM-Expression sind in Abbildung D 23 zu sehen. 
Neben 5‘-AzaC wurden die Zellen ebenfalls mit TSA oder mit einer Kombination aus beiden Inhibitoren 
behandelt. Der Einfl uss von TSA auf  die L1CAM-Expression wurde bereits vorher beschrieben (s. Abb. 
D 20 und D 21) und konnte in diesem Experiment bestätigt werden. Alle untersuchten Zellen zeigten einen 
Anstieg der L1CAM-Expression nach Zugabe von TSA. Ähnlich starke Effekte zeigte die 5’AzaC-Behand-
lung. Mit Ausnahme der Hec1A-Zellen kam es hier ebenfalls bei allen Zellen zu einer Hochregulation von 
L1CAM. Bei der dualen Behandlung wurde der additive Effekt der beiden Inhibitoren getestet. Dabei konn-
ten für die L1CAM-Regulation additive Effekte nach der Behandlung mit beiden Inhibitoren beobachtet 
werden. Lediglich bei den Hec1A-Zellen war kein Unterschied im Anstieg der L1CAM-mRNA im Vergleich 
zur TSA-Behandlung zu detektieren. Das Ergebnis deckt sich allerdings mit dem konstanten L1CAM-Level 
nach der 5’AzaC-Behandlung. 
Die Sensitivität der Zelllinien gegenüber den einzelnen Inhibitoren, wurde ebenfalls auf  Ebene der Pro-
teinexpression untersucht. Zunächst wurde eine Analyse der L1CAM-Oberfl ächenexpression und anschlie-
ßend eine Westernblot-Analyse zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge durchgeführt.
In Abbildung D 24 ist eine deutliche Hochregulation der L1CAM-Oberfl ächenexpression nach 5‘-AzaC-
Behandlung zu erkennen. Das Ergebnis ist eine erste Bestätigung der mRNA-Analyse aus Abbildung D 23. 
Ebenso wie in diesem Experiment, zeigen auch die FACS-Analysen der drei Zelllinien ECC1, EN1 und 
MFE296 eine erhöhte L1CAM-Expression nach einer Inhibition der DNA-Methyltransferasen. Für die 
Analyse der Gesamtproteinmenge wurden die Zellen erneut mit 5’AzaC oder TSA allein bzw. mit einer 
Kombination der beiden Inhibitoren behandelt. 
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Abbildung D 24   FACS-Analyse zur Bestimmung der Oberfl ächenexpression von L1CAM. Die 
Zellen wurden für 5 d mit 5’AzaC (5 μM) behandelt. Anschließend erfolgte die Detektion durch ei-
nen L1CAM-Ektodomänen spezifi schen Antikörper (L1-11a) und gαm-PE-Zweitantikörper. Dar-
gestellt sind die L1CAM-Oberfl ächenexpression der unbehandelten Zellen (schwarze Linie) und der 
5‘-AzaC-behandelten Zellen (gelbe Linie).
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Die Behandlung mit den beiden Inhibitoren führte ebenfalls zu einem Anstieg der L1CAM-Gesamtpro-
teinmenge (Abb. D 25). Lediglich bei der Zelllinie EN1 war kein Effekt zu beobachten. Bei den EN1-Zellen 
konnte zwar eine L1CAM-Regulation auf  mRNA-Level detektiert werden, dennoch scheint ein Nachweis 
dieses Effekts per Western-Blot-Analyse nicht möglich. Dagegen konnte bei den ECC1- und Hec1A-Zellen 
eine deutliche Erhöhung der L1CAM-Expression nachgewiesen werden. Während es in Hec1A-Zellen je-
doch erneut nur unter Beteiligung von TSA zu einer stärkeren Expression kommt, reagieren ECC1-Zellen 
bei allen Behandlungen mit einer Zunahme von L1CAM. Bei der Zelllinie MFE296 konnte nur nach der 
Doppelbehandlung mit 5’-AzaC und TSA ein erhöhtes L1CAM-Level detektiert werden. Das wäre eine 
Bestätigung des beobachteten additiven Effekts bei der Analyse der mRNA-Level (Abb. D 22).
L1CAM
GAPDH
MFE296EN1
TS
A 
50
0 n
M
un
b
DM
SO
5‘-
Az
aC
 5μ
M
5‘-
Az
aC
/T
SA
Hec1A
L1CAM
GAPDH
ECC1
220 kDa
37,5 kDa
220 kDa
37,5 kDa
TS
A 
50
0 n
M
un
b
DM
SO
5‘-
Az
aC
 5μ
M
5‘-
Az
aC
/T
SA
Abbildung D 25   Western-Blot-Analyse zur Bestimmung der Proteinmenge von L1CAM. Vier 
unterschiedliche EK-Zelllinien wurden für 5 d mit 5’AzaC (5μM) oder 1 d mit TSA (500 nM) be-
handelt und zusätzlich mit einer Kombination aus beiden Substanzen. DMSO wurde als Lösungs-
mittelkontrolle verwendet. GAPDH diente als Ladekontrolle. Gezeigt ist ein repräsentatives aus drei 
unabhängigen Experimenten.
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4.4 Spezifi sche siRNA gegen DNMT1 mRNA induziert die L1CAM-Expression
Um die Daten aus den Inhibitorexperimenten zu verifi zieren, wurden die Zelllinien ECC1 und Hec1A 
mit spezifi scher siRNA gegen DNMT1-mRNA transfi ziert. 
Die DNA-Methyltransferase 1 ist das zentrale Molekül bei der Aufrechterhaltung des chromosomalen 
Methylierungsmusters. Demzufolge führt eine veränderte DNMT1-Funktion zu einer Änderung des Me-
thylierungsmusters. DNMT1 bindet mit erhöhter Affi nität an hemimethylierte DNA und besitzt dabei eine 
sieben bis 100-fach höhere Aktivität gegenüber unmethylierter DNA (Bestor, 1992; Pradhan et al., 1999). 
Die erhöhte Affi nität und Aktivität gegenüber hemimethylierter DNA ist essentiell für die Wiedererkennung 
und Wiederherstellung des Methylierungsmusters nach einer Zellteilung. In Folge der siRNA vermittelten 
Herabregulierung der DNA-Methyltransferase 1 kommt es zu einer Hypomethylierung des Chromatins. Die 
Folge wäre eine erhöhte Expression epigenetisch regulierter Gene. Stellvertretend dafür wurden drei CT-X-
Gene ausgewählt, von denen bekannt ist das deren Expression stark durch epigenetische Ereignisse beein-
fl usst werden (James et al., 2006).
In ECC1- und Hec1A Zellen führte eine Transfektion mit spezifi scher DNMT1 siRNA ebenfalls zu 
einer Hypomethylierung und einer erhöhten L1CAM-Expression. Die Zunahme der L1CAM-Expression 
war auf  mRNA-Level in beiden Zelllinien deutlich zu erkennen (Abb. D26). Bei ECC1 (Abb. D26 a) stieg 
der L1CAM-mRNA-Level nach der Transfektion mit DNMT1 siRNA um das 2,5-fache. Noch deutlicher 
war der Effekt in Hec1A-Zellen. Hier erhöhte sich der L1CAM-mRNA-Level um das 5-fache. Ebenfalls zu 
beobachten war ein Anstieg in der Expression der drei untersuchten CT-X-Gene. 
Da CT-X-Gene im Allgemeinen sehr stark durch DNA-Methylierung reguliert werden, ist die DNMT1 
siRNA vermittelte Hochregulation ein Hinweis für eine Änderung der Epigenetik der Zellen. Die Regulati-
on von L1CAM ist demnach ebenfalls eine Folge der geänderten Epigenetik. Die Änderung der L1CAM-
Expression konnte ebenfalls auf  Proteinebene nachgewiesen werden (Abb D27).Auch hier kam es nach der 
DNMT1 siRNA-Transfektion zu einer Erhöhung des L1CAM-Proteinlevels (Abb. D27). Die Effi zienz der 
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Abbildung D 26   qRT-PCR-Analyse zur Bestimmung der mRNA-Level von L1CAM, Mage 3a, 
Mage 4a und Ny-Eso-1 in (a) ECC1- und (b) Hec1A-Zellen. Die Zellen wurden mit DNMT1 siRNA 
transfi ziert. Nach 72 h erfolgte die Analyse der mRNA-Level. (c) Effi  zienz der siRNA-Transfektion. 
Die mRNA-Level sind relativ zur Kontrolle (siGFP) dargestellt. Alle Daten wurden zu Denen von 
β-aktin normalisiert. Gezeigt ist ein repräsentatives aus drei unabhängigen Experimenten.
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DNMT1 siRNA in diesem Experiment ist in Abbildung D26 c dargestellt. Wie auf  mRNA-Ebene kam es 
auch auf  Proteinebene in beiden Zelllinien zu einem Anstieg der L1CAM-Expression. Für die CT-X-Gene 
konnte dagegen nicht für alle analysierten Proteine eine Zunahme detektiert werden. Bei den ECC1-Zellen 
stieg die Proteinmenge nur im Falle von Mage 3a und Mage 4a. Während es bei den Hec1A-Zellen nur bei 
Mage 4a und Ny-Eso-1 zu einer Zunahme kam.
4.5 5‘-AzaC reduziert die DNA-Methylierung des L1CAM-Promoters
Um zu untersuchen ob 5‘-AzaC zu einer Änderung der DNA-Methylierung führt, wurde eine Methy-
Lighte-PCR durchgeführt. Hiermit sollte gezeigt werden, dass es durch die Behandlung zu einer Änderung 
des DNA-Methylierungsmusters im Bereich des L1CAM-Promoters kommt und somit die Aktivität des 
Promoters beeinfl usst wird. Dadurch könnte ein direkter Beitrag der DNA-Methylierung zur L1CAM-
Expression bestätigt werden.
Die MethyLighte-Methode ist eine auf  qRT-PCR basierende Methode, bei der spezifi sche Primer und 
eine Hybridisierungsprobe verwendet werden. Beschrieben wurde diese Methode erstmals von Eads und 
Kollegen (2000) (Eads et al., 2000). Der eigentlichen PCR geht eine Bisulfi t-Konvertierung voraus. Diese 
chemische Modifi kation des isolierten Chromatins ist notwendig, um methylierte von nicht methylierten 
Cytosinen unterscheiden zu können. Denn durch die Behandlung des Chromatins mit Natriumhydrogensul-
fi t, kommt es zu einer hydrolytischen Deaminierung aller nicht methylierten Cytosine im Chromatin. Die 
Deaminierung führt letzten Endes zu einer Konvertierung von Cytosin zu Uracil. Bei einer anschließenden 
PCR wird Uracil durch Thymidin ersetzt. In einer Basenfolge werden somit alle nicht methylierten Cytosine 
durch Thymidin ausgetauscht. Dieser Austausch wird wiederum beim Entwerfen der spezifi schen Primer 
und Hybridisierungsprobe ausgenutzt. Man setzt spezifi sche Primer und Hybridisierungsprobe gegen nicht 
konvertierte-DNA und zusätzlich spezifi sche Primer und Probe gegen konvertierte DNA ein. Anschließend 
werden die zusammengehörenden Primer und Proben in einer qRT-PCR verwendet. Die erhaltenen Signal-
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Abbildung D 27   Western-Blot-Analyse zur Bestimmung der Proteinexpression von 
L1CAM, Mage 3a, Mage 4a und Ny-Eso-1. Die Zellen wurden mit spezifi scher siRNA gegen 
DNMT1 (siDNMT1) oder Kontroll-siRNA (siGFP) transfi ziert. 72 h nach der Transfektion 
erfolgte die Analyse. GAPDH diente als Ladekontrolle. Gezeigt ist ein repräsentatives aus drei 
unabhängigen Experimenten
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stärken werden anschließen gegen einen externen Standard normalisiert. Aus der Differenz der normalisier-
ten Signalstärke lässt sich anschließend ableiten in welchem Maß das Chromatin methyliert war.
Die Lokalisation der spezifschen Primer und der Hybridisierungsprobe, welche für die L1CAM-spezifi -
sche MethyLight-Reaktion entworfen wurden, sind in Abbildung D28 dargestellt. Vor der Durchführung 
der MethyLight-Reaktion wurden die vier EK-Zelllinien EN1, ECC1, MFE296 und Hec1A für 5 d mit 
Azacytidin behandelt. Die Behandlung führte anschließend in drei von vier Zelllinien zu einer Hypomethy-
lierung des L1CAM-Promoters (Abb. D29). Es ist deutlich zu sehen, dass die Reduktion des Methylierungs-
levels bei allen Zelllinien ca. 70 % betrug und es nur bei Hec1A zu keiner Abnahme der Methylierung kam. 
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+1
10227 bp
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-9615-10974
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Abbildung D 28   Grafi sche Darstellung der L1CAM-Promoterstruktur. Die Position des PCR-Produkts 
der MethyLighte-Reaktion ist durch eine schwarz gefüllte Fläche dargestellt. Die im Umfang dieser Arbeit 
analysierten CpG-Inseln sind durch eine durchgehende Linie dargestellt. Die CpG-Insel 1 erstreckt sich über 
1355 bp und beinhaltet das Exon 0. Die CpG-Insel 2 erstreckt sich über 338 bp und beinhaltet das Exon 1.
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Abbildung D 29   MethyLighte-qRT-PCR zur Analyse der DNA-Methylierung nach 
5’AzaC-Behandlung. Die Zellen wurde für 5 d mit 5‘-AzaC behandelt, anschließend das Chro-
matin isoliert, mit Natriumhydrogensulfi t behandelt und für die qRT-PCR eingesetzt. Abge-
bildet ist die Reduktion der DNA-Methylierung in % relativ zu unbehandelten Zellen der ent-
sprechenden Zelllinie. Abgebildet ist ein repräsentatives Experiment aus zwei unabhängigen.
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4.6 Die L1CAM Promotermethylierung unterscheidet sich bei stark und schwach 
exprimierenden Zellen.
Die Charakterisierung der Zelllinien ergab einen klaren Unterschied in der L1CAM-Expression. Man 
konnte die Zelllinien in drei Expressionstypen einteilen: Zellen ohne endogenes L1CAM, Zellen mit wenig 
endogenem L1CAM, Zellen mit viel endogenem L1CAM. In Zellen ohne endogenem L1CAM führte die 
Änderung der L1CAM-Promotermethylierung jedoch zu einer geänderten L1CAM-Regulation. So resul-
tierte eine induzierte Hypomethylierung des L1CAM-Promoters in einer Zunahme des L1CAM-Levels. Im 
nächsten Schritt sollte der Einfl uss der Promotermethylierung auf  das endogene Expressionslevel unter-
sucht werden. Dazu wurde der Grad der DNA-Methylierung im L1CAM-Promoterbereich bei unterschied-
lich stark L1CAM-exprimierenden Zellen untersucht. Die Analyse der Methylierung wurde mittels Methy-
Light und konventioneller Bisulfi t-Sequenzierung durchgeführt. Die Stärke der L1CAM-Expression wurde 
anschließend mit dem Grad der Methylierung korreliert.
Über die MethyLight-Reaktion wurde der Level der Methylierung bei sechs Zelllinien analysiert (Abb. D 
30). Von den sechs Zelllinien exprimieren vier Zelllinien endogen kein L1CAM (EN1, Hec1A, ECC1 und 
MFE296) und zwei exprimieren endogen sehr stark L1CAM (SPAC1L, Hec1B). Grundsätzlich weisen dabei 
die vier Zelllinien ohne L1CAM eine wesentlich höhere Promoter-DNA-Methylierung auf, als die zwei Zell-
linien mit starker L1CAM-Expression. Im Vergleich zu den am stärksten methylierten L1CAM-Promotoren 
von EN1 und Hec1A-Zellen, war die DNA der beiden Zelllinien SPAC1L und Hec1B nahezu unmethyliert. 
Es ist die klare Tendenz zu erkennen, dass der L1CAM-Promoter von stark L1CAM exprimierenden Zellen 
hypo- und der von nicht L1CAM exprimierenden Zellen hypermethyliert ist.
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Abbildung D 30   MethyLight-qRT-PCR zur Bestimmung der DNA-Methylierung in 
unterschiedlichen EK-Zelllinien. Analysiert wurden die Zelllinien EN1, Hec1A, ECC1, 
MFE296, SPAC1L und Hec1B. Aus den Zellen wurde das Chromatin isoliert, mit Natri-
umhydrogensulfi t behandelt und anschließend für die qRT-PCR eingesetzt. Abgebildet ist der 
Level der Methylierung relativ zu dem der Zelllinie EN1 (EN1 = 100%). Die Zelllinien sind 
nach dem Grad der Methylierung von links nach rechts sortiert. Alle Daten wurden zu dem des 
externen Standards normalisiert. Abgebildet ist eine repräsentatives aus zwei unabhängigen 
Experimenten.
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Um eine detailliertere und statistisch relevante Aussage machen zu können, wurde zusätzlich eine Bisul-
fi tsequenzierung durchgeführt. Dazu wurde eine PCR mit spezifi schen Primern gegen die L1CAM Promo-
terregion und dem Chromatin der einzelnen Zelllinien angefertigt (s. Abb. D31 a). 
Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden anschließend in einen Sequenzierungsvektor kloniert und se-
quenziert. Vor der PCR wurde das isolierte Chromatin der Zellen mit Natriuhydrogensulfi t behandelt. Die 
Analyse der in Folge der Behandlung konvertierten Nukleotide und die statistische Auswertung erfolgten 
mit dem  Programm BiQ-Analyser®. In der Abbildung D 31a ist eine Grafi k mit der Primerlokalisation 
und dem sequenzierten Bereich abgebildet. Ebenfalls dargestellt ist eine schematische Darstellung mit der 
Position der einzelnen CpG-Dinukleotide in diesem Bereich. Die statistische Auswertung der Analyse ist 
in Tabelle D 3 zu sehen. Die Resultate der Bisulfi tsequenzierung (Abb. D 31 und Tab. D 3) bestätigten die 
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Abbildung D 31   (a) Schematische Darstellung der L1CAM-Promoterstruktur. Ebenfalls grafi sch 
dargestellt sind Positionen der zwei analysierten CpG-Inseln ausgehend vom Startcodon in Exon 1. Die 
Lokalisation der drei Primerpaare für die Bisulfi tsequenzierung sind durch weiß fl ächige Rechtecke 
gekennzeichnet (PP1, PP2, PP3). Die Positionen der analysierten CpG-Dinukleotide, innerhalb der 
PCR-Produkte, werden durch senkrechte Linien dargestellt. (b) Grafi sche Darstellung der analysier-
ten CpG-Dinukleotide nach Bisulfi t-Konvertierung. Jede waagerechte Linie steht für ein sequenziertes 
PCR-Produkt und gibt das Methylierungsmuster einer einzelnen Zelle der entsprechenden Zelllinie 
wieder. Ein unausgefüllter Kreis steht für ein unmethyliertes CpG-Motiv, ein schwarz ausgefüllter Kreis 
für ein methyliertes CpG-Motiv, ein senkrechter Strich für ein nicht detektiertes CpG-Motiv im Ver-
gleich zur Kontrollsequenz.
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Ergebnisse der MethyLight-Reaktion. In den nicht L1CAM exprimierenden Zellen waren die Cytosine der 
CpG-Insel 1 im Promoter 1 häufi ger modifi ziert als die der stark L1CAM exprimierenden Zellen. So waren 
bei der Zelllinie EN1 60,44% der analysierten CpG-Dinukleotide methyliert und nur 8,44% bei der Zelllinie 
Hec1B. Vor allem im ersten Abschnitt der CpG-Insel 1 (PP1) gab es einen deutlichen Unterschied in der 
Methylierung von L1CAM-defi zienten (EN1, MFE296, ECC1, Hec1A) und L1CAM positiven (SPAC1L, 
Hec1B) Zelllinien. Dieser Bereich wurde ebenfalls durch die MethyLighte-Reaktion abgedeckt. Im Gegen-
satz dazu, waren bei der CpG-Insel 2 keine Tendenz im Methylierungsmuster und ein daraus resultierender 
Effekt auf  die L1CAM-Expression erkennbar. Die DNA der L1CAM exprimierenden Zellen war in diesem 
Bereich ähnlich stark methyliert wie die der nicht L1CAM exprimierenden Zellen (Abb. D 31 und Tab. D 3).
Tabelle D 3. Statistische Auswertung der analysierten CpG-Motive pro Zelllinie. Die Anzahl analysierter CpGs 
variiert je nach Anzahl durchgeführter Sequenzierungen bei einer Zelllinie. Gezeigt sind die statistischen Ergeb-
nisse aus den Bisulfi tsequenzierungen der CpG-Insel 1 (CpGI-1) und der CpG-Insel 2 (CpG-2).
4.7 Die L1CAM-Promotermethylierung variiert im Tumorgewebe und zeigt  
keine Korrelation mit dem L1CAM-Expressionslevel
Nach der in vitro –Analyse der L1CAM-Promotermethylierung erfolgte zusätzlich eine in vivo-Analyse der 
Promotermethylierung. Dazu wurde aus jeweils L1CAM positiven und L1CAM-defi zienten Arealen eines 
Tumors Gewebe entnommen und aus diesem Gewebe Chromatin isoliert. Das benötigte Tumorgewebe 
wurde durch Mikrosektion aus einem kryokonservierten Gewebeschnitt gewonnen. Die vorhergehende 
Bestimmung der L1CAM-Expression erfolgte durch immunhistologische Methoden unter Verwendung ei-
nes L1CAM spezifi schen Antikörpers. Zur Analyse der L1CAM-Promotermethylierung wurde die bereits 
vorher beschriebene MethyLighte-qRT-PCR verwendet. Die Analyse der Tumorproben lässt keine direkten 
Zusammenhänge zwischen der DNA-Methylierung und der L1CAM-Expression innerhalb eines Tumors 
erkennen. Drei Tumore zeigten eine erhöhte Methylierung in L1CAM positiven Arealen (T1, T2, T5), drei 
andere Tumore zeigten eine erhöhte Methylierung in L1CAM-defi zienten Arealen (T3, T4, T6). Eine be-
sondere Tendenz innerhalb eines bestimmten histologischen Phänotyps war ebenfalls nicht erkennbar. Die 
Analyse gibt somit keinen Hinweis darauf, ob eine Hypomethylierung des L1CAM-Promoters auch zwangs-
läufi g zu einer erhöhten L1CAM-Expression führt. Das Ergebnis aus den Methylierungsanalysen der Tu-
morproben gibt somit ein anderes Bild wieder als die der untersuchten Zelllinien.
CpG-Insel 1 CpG-Insel 2
Zelllinie Gesamt-zahl CpGs
methyli-
erte CpGs %
Gesamt-
zahl CpGs
methyli-
erte CpGs %
EN1 225 136 60,44 70 24 34,30
MFE296 225 129 57,33 70 12 17,10
ECC1 287 116 40,42 70 7 10,00
Hec1A 225 80 35,56 84 3 3,60
SPAC1L 256 69 26,95 84 22 26,20
Hec1B 225 19 8,44 84 19 22,60
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Tumor PCR-Probe Histologie
L1CAM-Färbung 
Gewebe
Methylierung 
in % Std
1
1 Klarz. Ca. 1 17,09 3,00
2 Klarz. Ca. 0 4,02 0,68
2
3 Klarz. Ca. 1 20,35 6,19
4 Klarz. Ca. 0 19,12 10,37
3
5 Klarz. Ca. 1 9,43 1,33
6 Klarz. Ca. 0 28,32 3,05
4
7 serös.-papill.Adenoca. 1 0,95 0,51
8 serös.-papill.Adenoca. 0 4,39 1,59
5
9 serös.-papill.Adenoca. 1 100,00 5,12
10 serös.-papill.Adenoca. 0 57,18 2,05
6
11 Klarz. Ca. 1 13,75 2,17
12 Klarz. Ca. 0 22,77 0,86
Tabelle D 4. Übersicht zur Analyse der DNA-Methylierung durch MethyLighte-qRT-PCR. Von jeder Tumor-
probe sind die Ergebnisse der zwei zugehörigen PCR-Proben und die Histologie aufgelistet.
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Abbildung D 32   MethyLight-qRT-PCR zur Bestimmung der DNA-Methylierung in 
unterschiedlichen Tumorproben. Die L1CAM positiven und L1CAM-defi zienten Areale ei-
nes Tumors (T1-T6) wurden durch immunhistologische Methoden unter Verwendung eines 
L1CAM spezifi schen Antikörpers bestimmt. Aus den Arealen wurde mittels Mikrosektion Tu-
morgewebe isoliert. Anschließend wurde das Chromatin extrahiert und mit Natriumhydrogen-
sulfi t behandelt. Das behandelte Chromatin wurde anschließend zur qRT-PCR eingesetzt. Die 
L1CAM-Promotermethylierung des L1CAM positiven Areals eines Tumors ist im Diagramm 
blau gekennzeichnet, die des negativen Areals ist gelb gekennzeichnet.
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5.  Repression der L1CAM Expression
In der vorliegenden Arbeit wurde auch der Einfl uss von 5‘-AzaC auf  L1CAM exprimierende Zellen 
untersucht. Dazu wurden die zwei L1CAM-positive EK-Zelllinien Hec1B und SPAC1L sowie die L1CAM-
negative Zelllinie ECC1 für 5 Tage mit 5’-AzaC behandelt. Außerdem wurde zusätzlich eine Ovarialkar-
zinom-Zelllinie (OVM) auf  die Effekte einer 5‘-AzaC-Behandlung untersucht. Die gewählte Zelllinie ex-
primiert ebenfalls L1CAM. Die Auswirkungen der 5‘-AzaC-Verabreichung wurden durch die Analyse der 
Gesamtproteinmenge, des mRNA-Levels und der Oberfl ächenexpression untersucht.
5.1 Azacytidine inhibiert L1CAM-Expression in L1CAM exprimierenden  
Zellen
Überraschenderweise, wurde bei der Gesamtproteinmenge als auch bei der mRNA-Menge ein deutlicher 
Rückgang der endogenen L1CAM-Expression bei den positiven Zelllinien beobachtet (Abb. D 33). 
Der Effekt war bei den Zelllinien aus der Entität des EKs (EK) wesentlich stärker als bei der Ovarial-
karzinom-Zelllinie. Bei den Zelllinien Hec1B und SPAC1L konnte das L1CAM-Protein nach der Behand-
lung nicht mehr bzw. nur schwach detektiert werden. Die OVM-Zellen zeigten auch eine Reduktion in 
der L1CAM-Proteinexpression, allerdings wurden noch schwache L1CAM-Proteinlevel detektiert (Abb. 
D33 a). Im Gegensatz zur Repression bei den positiven Zellen, kam es bei den negativen ECC1-Zellen zu 
einem Anstieg der Expression. Es ist somit deutlich zu sehen, dass stark und schwach exprimierende Zellen 
auf  L1CAM-Niveau gegensätzliche Effekte nach der 5‘-AzaC-Beahndlung offenbaren. Die Resultate der 
qRT-PCR konnten auf  Western-Blot-Analyse bestätigt werden. Hier kam es bei den OVM-Zellen ebenfalls 
zu einem schwächeren Effekt als bei den Hec1B und SPAC1L-Zellen. Bei den ECC1-Zellen war dagegen 
erneut eine Zunahme der L1CAM-Expression zu sehen.
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Abbildung D 33   Auswirkung der 5’AzaC oder Dec-Behandlung auf L1CAM-Expression in 
L1CAM positiven Zellen. EK = Endometriumkarzinom-, OvKa = Ovarialkarzinom-Zelllinie. 
Die Zellen wurden für 5 d mit 5 μM 5’AzaC behandelt. (a) Western-Blot-Analyse zur Bestimmung 
der Gesamtproteinmenge Der L1CAM-Proteinlevel wurde mit einem spezifi schen Antikörper gegen 
L1CAM detektiert. GAPDH diente als Ladekontrolle. (b) qRT-PCR zu Bestimmung des L1CAM-
mRNA-Level. Alle Daten wurden gegen β-aktin normalisiert. Gezeigt ist ein repräsentatives von drei 
unabhängigen Experimenten.
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Durch die Analyse der Oberfl ächenexpression konnte ebenfalls eine Herabregulation von funktionellem 
L1CAM durch 5‘-AzaC nachgewiesen werden (Abb. D 34). Die geringste L1CAM-Expression nach der 
Behandlung wurde bei der Zelllinie SPAC1L detektiert. Somit kann in allen Analysen eine Repression der 
L1CAM-Expression nach 5’-AzaC-Behandlung bestätigt werden.
5.2 Azacytidin aber nicht TSA führt zu einer Repression der L1CAM-Expression
Wie bereits beschrieben (Abb D 33), führt 5‘-AzaC zu einer Inhibition der DNA-Methyltransferasen und 
zu einer Änderung des DNA-Methylierungsmusters. Als zweiter Hauptmechansimus der epigenetischen 
Regulation gilt, neben der DNA-Methylierung, die Modifi zierung von Histonen. Durch die Behandlung mit 
TSA, einem HDAC-Inhibitor, wurde der Versuch angestellt, ob Histonmodifi zierung zu einer geänderten 
L1CAM-Expression in L1CAM positiven Zellen führt. 
Um den Einfl uss von TSA in endogen L1CAM exprimierenden Zellen zu überprüfen, wurden die Zellen 
erneut mit 5‘-AzaC, zusätzlich mit TSA und parallel mit beiden Substanzen behandelt. Anschließend erfolg-
te eine Western-Blot-Analyse und qRT-PCR. Wie in Abbildung D 35 zu sehen, führte die TSA-Behandlung 
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Abbildung D 34   FACS-Analyse zur Bestimmung der Oberfl ächenexpression. Die Zellen wur-
den für 5 d mit 5 μM 5’-AzaC behandelt. Anschließend erfolgte die Detektion durch einen L1CAM-
Ektodomänen spezifi schen Antikörper (L1-11a) und gαm-PE-Zweitantikörper. Die schwarze Kurve 
ist die L1CAM-Oberfl ächenexpression der unbehandelten Zellen; die gelbe Kurve ist die Oberfl ä-
chenexpression nach 5‘-AzaC-Behandlung.
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Abbildung D 35   Western-Blot-Analyse zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge. Die Zellen 
wurden für 5 d mit 5 μM 5’-AzaC und/oder für 24 h mit 500 nm TSA behandelt. Der L1CAM-
Proteinlevel wurde mit einem spezifi schen Antikörper gegen L1CAM detektiert. GAPDH diente 
als Ladekontrolle.
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auf  Proteinebene zu keiner Reduktion des L1CAM-Proteinlevels. In beiden Zelllinien blieb die L1CAM-
Expression nach der Behandlung mit TSA unverändert. Damit geht der Effekt, welcher bei einer Behand-
lung mit beiden Inhibitoren (5‘-AzaC/TSA) zu sehen ist, allein auf  die Anwesenheit von 5’AzaC zurück. 
Nur die Behandlung mit 5‘-AzaC zeigt einen ähnlichen Effekt und führt wie in den vorhergehenden Expe-
rimenten (s. Abb. D 33 und D 34) zu einem Abfall der L1CAM-Expression. 
Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse (s. Abb. D 35) konnten auf  mRNA-Level bestätigt werden. 
Auch auf  mRNA-Niveau kam es nur in Anwesenheit von Azacytidin zu einer Repression der L1CAM-
Expression. Bei der Behandlung ausschließlich mit TSA wurde kein Effekt auf  die L1CAM-Regulation 
nachgewiesen. Das deutet darauf  hin, dass die Runterregulation von L1CAM in den Zellen mit viel endoge-
nen L1CAM durch eine Änderung des DNA-Methylierungsmusters hervorgerufen wird.  Ein Indiz für eine 
geänderte DNA-Methylierung ist die induzierte Expression der CT-X-Gene Ny-Eso-1 und Mage 4a. Wie 
in den L1CAM-defi zienten Zelllinien (s. Abb. D 27) kommt es auch in den L1CAM exprimierenden Zellen 
Hec1B und SPAC1L zu einer deutlichen Hochregulation der CT-X-Gene auf  mRNA-Level (s. Abb. D 36). 
Die Behandlung mit 5‘-AzaC inhibiert demnach die DNA-Methyltransferasen und initiiert eine Hypo-
methylierung der DNA. Entgegen den Ergebnissen aus den Versuchen mit L1CAM-defi zienten Zelllinien 
führt die Hypomethylierung bei L1CAM positiven Zelllinien allerdings zu einem drastischen Abfall der 
L1CAM Expression.
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Abbildung D 36   qRT-PCR zur Bestimmung des mRNA-Levels von L1CAM, Ny-Eso-1 und 
Mage 4a. Die Zellen wurden für 5 d mit 5 μM 5’-AzaC und/oder für 24 h mit 500 nm TSA behan-
delt. Anschließend erfolgte die RNA-Isolation. Alle Daten wurden gegen β-aktin normalisiert. Gezeigt 
ist ein repräsentatives von drei unabhängigen Experimenten.
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5.3 Der Eff ekt der 5‘-AzaC-Behandlung ist zeit- und konzentrationsabhängig
Bei den ersten Arbeiten mit Azacytidin wurde gezeigt, dass bereits geringe Konzentrationen der Substanz 
zu einer Inhibition der DNA-Methylase führen (Glover et al., 1987). Außerdem konnte bestätigt werden, 
dass verschiedene DNMT-Inhibitoren bei geringen Dosen nicht zum Zelltod führen sondern ausschließlich 
in die Zell-DNA integrieren (Christman et al., 1983, Creusot et al 1982., Tayler and Jones, 1982). Auf  Grund 
der Funktion der DNA-Methyltransferasen semi-methylierte DNA nach erfolgter Zellteilung zu erkennen 
und zu methylieren, ist die Integration von 5‘-AzaC von der Zellproliferation abhängig (Davidson et al., 
1992). Mit zunehmender Behandlungsdauer und erfolgter Zellproliferation nimmt der Effekt von 5‘-AzaC 
zu und manifestiert sich (Rayan et.al., 2012) . Allerdings erfolgt eine Inhibition der DNMTs auch bereits 
wenige Stunden nach der ersten Behandlung. Denn durch die hohe Spezifi tät der DNMTs, werden diese 
blockiert, sobald das 5‘-AzaC in die DNA integriert wurde (Creusot et al., 1982). Der Level der Methylie-
rung ist somit auch abhängig von der Aktivität der verbleibenden DNMT-Moleküle (Flatau et al., 1984; 
Juttermann et al 1994). Um diese Aussagen zu bestätigen, wurde sowohl eine Titration von 5‘-AzaC als auch 
eine Kinetik durchgeführt. 
Die vorliegenden Daten offenbaren auch in der Zelllinie Hec1B eine konzentrations- und zeitabhängige 
Wirkung von 5‘-AzaC (s. Abb. D37). Bereits bei einer Konzentration von 0,1 μM 5‘-AzaC war eine Reduk-
tion der L1CAM-Expression um ca. 40 % zu erkennen. Die stärkste Inhibition der L1CAM-Expression war 
bei 5,0 μM 5‘-AzaC zu beobachten (s. Abb. D37a). Ähnlich verhält es sich bei der kinetischen Wirkung des 
DNA-Methyltransferase-Inhibitors. Die Behandlung ist bei zunehmender Dauer durch eine starke Abnah-
me der L1CAM-Expression gekennzeichnet. Nach 24 h konnte ein Abfall des L1CAM-mRNA-Levels de-
tektiert werden. Der stärkste Effekt wurde jedoch nach fünf  Tagen Behandlung mit 5’AzaC festgestellt. 
Nach dieser Zeit lag der mRNA-Level von L1CAM nur noch bei ca. 5 % vom Ausgangswert (0 d) (s. Abb. 
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Abbildung D 37   qRT-PCR zu Bestimmung des mRNA-Levels von L1CAM. (a) Titration 
von 5‘-AzaC. Die Zellen wurden über eine Dauer von 5 d mit den angegebenen Konzentrati-
onen behandelt. (b) Kinetik mit 5‘-AzaC. Die Zellen wurden für eine unterschiedliche Dauer 
mit 5‘-AzaC behandelt. Nach den Behandlungen erfolgte die RNA-Isolation. Alle Daten wur-
den gegen β-aktin normalisiert. Gezeigt ist ein repräsentatives von drei unabhängigen Experi-
menten.
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D37b). Dass diese Effekte auf  epigenetische Veränderung zurückzuführen sind, belegen die ansteigenden 
Expressionslevel der CT-X-Gene (Abb. D38). Bei der Konzentrationstitration von 5’AzaC wurde bereits bei 
0,1 μM 5’AzaC ein Anstieg der CT-Gen mRNA detektiert. Sowohl bei Ny-Eso-1 als auch bei Mage 4A kam 
es zu einer Erhöhung des mRNA-Levels. Die höchste Expression wurde bei einer Konzentration von 
1,0 μM erreicht (s. Abb. D38a). Bei der Kinetik war allerdings nur bei Ny-Eso-1 eine Regulation zu erken-
nen. Der erste Effekt der Behandlung war nach einer Dauer von zwei Tagen sichtbar (s.Abb. D 38b).
5.4 Decitabin, ein weiteres Cytosinanalogon, induziert wie Azacytidin L1CAM 
Repression
Arbeiten über den Wirkungsmechanismus von Azacytidin konnten beweisen, dass es bei höheren Kon-
zentrationen sowohl in DNA als auch in RNA integriert wird (Cihak and Vesely, 1978). Wird 5‘-AzaC in 
RNA integriert, kommt es zu einer veränderten RNA-Funktion und Stabilität. Ebenfalls beeinfl usst werden 
die Methylierung und das Prozessieren von tRNAs in einer Zelle (Lu und Randerath, 1980; Lee und Karon, 
1980). Die verschiedenen Effekte resultieren in einer Beeinfl ussung der Proteinbiosynthese und wirken 
damit zytotoxisch. Das Cytosin-Analogon Decitabin (5’Aza-2‘-deoxycytidin) wird dagegen ausschließlich in 
DNA integriert und inhibiert DNA-Methyltransferasen. Decitabin initiiert somit keine RNA-Degradation 
oder eine Inhibition der Proteinbiosynthese durch Integration in tRNAs. 
Bei einer Behandlung mit Decitabin können direkte Effekte auf  die mRNA-Prozessierung und Translati-
on ausgeschlossen werden. Bei L1CAM positiven Zelllinien wurden die Folgen einer Decitabin-Behandlung 
auf  die L1CAM-Expression untersucht.
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Abbildung D 38   qRT-PCR zu Bestimmung des mRNA-Levels von L1CAM. (a) Titration 
von 5‘-AzaC. Die Zellen wurden über eine Dauer von 5 d mit den angegebenen Konzentrationen 
behandelt. (b) Kinetik mit 5‘-AzaC. Die Zellen wurden für eine unterschiedliche Dauer mit 5μM 
mit 5‘-AzaC behandelt. Nach den Behandlungen erfolgte die RNA-Isolation. Alle Daten wurden 
gegen β-aktin normalisiert. Gezeigt ist ein repräsentatives von drei unabhängigen Experimenten.
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Die Analyse der L1CAM mRNA-Expression offenbarte den gleichen Effekt bei der Decitabin-Behand-
lung wie bei 5‘-AzaC (s. Abb. D39). Decitabin induziert in den drei behandelten Zelllinien eine Repression 
der L1CAM-Expression. Bei der Ovarialkarzinom-Zelllinie OVM war die Inhibition der L1CAM-Expressi-
on schwächer als bei den beiden Endometriumkarzinom-Zelllinien Hec1B und SPAC1L (s. Abb. D40). 
Beide Inhibitoren führen durch Inhibition der DNA-Methyltransferasen und einer zunehmenden Hypom-
ethylierung zu einer L1CAM-Repression. Der Einfl uss von Decitabin auf  die L1CAM-Regulation war auch 
auf  dem Proteinlevel erkennbar (s. Abb. D40). Die L1CAM-Proteinmenge verringerte sich bei den Zelllini-
en Hec1B und OVM durch Decitabin und 5’AzaC. 
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Abbildung D 39   qRT-PCR zur Bestimmung des mRNA-Levels von L1CAM. Die Zellen 
wurden über eine Dauer von 5 d mit 5 μM 5’AzaC oder 5 μM Dec behandelt. Anschließend 
erfolgte die RNA-Isolation. Alle Daten wurden zu den von β-aktin normalisiert. Gezeigt ist ein 
repräsentatives von drei unabhängigen Experimenten.
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Abbildung D 40   Western-Blot-Analyse zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge. Die Zellen 
wurden für 5 d mit 5 μM 5’AzaC oder 5 μM Dec behandelt. Der L1CAM-Proteinlevel wurde mit 
einem spezifi schen Antikörper gegen L1CAM detektiert. GAPDH diente als Ladekontrolle.
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5.5 Runterregulierung von DNMT1 durch spezifi sche siRNA führt zu einer In-
hibition der L1CAM Expression
Die Daten aus den Inhibitorexperimenten sollten durch eine spezifi sche Runterregulation der DNMT1 
bestätigt werden. Eine Transfektion mit komplementärer siRNA zur DNMT1 mRNA resultiert in einer 
geringeren DNMT1-Aktivität und einer Hypomethylierung des Chromatins. Wie bereits beschrieben, indu-
zieren 5’AzaC und Decitabin ebenfalls eine Hypomethylierung des zellulären Chromatins und dadurch eine 
Repression der L1CAM-Expression in L1CAM positiven Zellen. Um die Auswirkungen einer Runterregu-
lation von DNMT1 zu untersuchen, erfolgte eine qRT-PCR-Analyse.
Die DNMT1 siRNA transfi zierten Zellen Hec1B und SPAC1L reagieren auf  die verminderte DNMT1-
Aktivität mit einer Runterregulation von L1CAM. Sowohl bei Hec1B-Zellen, als auch bei SPAC1L-Zellen 
nimmt das L1CAM-mRNA-Level nach der Transfektion ab (s. Abb. D41). Die spezifi sche DNMT1 siRNA 
und die DNMT-Inhibitoren führen demnach zu einer verminderten L1CAM-Expression.
5.6 Hypomethylierung führt zu keiner geänderten Expression L1CAM regulie-
render Transkriptionsfaktoren
Die vorhergehenden Versuche deuten darauf  hin, dass eine globale Hypomethylierung in einer Redukti-
on der L1CAM-Expression resultiert. Durch eine qRT-PCR wurde die Expression von drei Transkriptions-
faktoren überprüft (s. Abb. 42). 
Die drei Transkriptionsfaktoren REST, Slug und β-catenin sind als Regulatoren von L1CAM in unter-
schiedlichem Kontext bekannt. REST wurde ursprünglich als Repressor von L1CAM in nicht neuronalen 
Zellen beschrieben und begrenzt die Expression von L1CAM auf  das neuronale System (Kallunki et al., 
1997). In Colonkarzinomen konnte ein Zusammenhang zwischen L1CAM und β-catenin hergestellt werden 
(Gavert et al., 2005). Der Transkriptionsfaktor Slug vermittelt das Signal der TGF-β1 induzierten L1CAM-
Expression in der duktalen epithelialen Zelllinie H6c7 (Geismann et al., 2009) und in EK-Zelllinien (Pfeifer 
et al., 2010). Durch eine qRT-PCR wurden die mRNA-Level der drei Transkriptionsfaktoren nach einer 
Azacytidin-Behandlung überprüft. 
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Abbildung D 41   qRT-PCR-Analyse zur Bestimmung der mRNA-Level von L1CAM und 
DNMT1. Die Zellen wurden mit DNMT1 siRNA transfi ziert. Nach 72 h erfolgte die Analyse der 
mRNA-Level.  Die mRNA-Level sind relativ zur Kontrolle (siGFP) dargestellt. Alle Daten wurden zu 
denen von β-aktin normalisiert. Gezeigt ist ein repräsentatives aus drei unabhängigen Experimenten
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Die Expressionslevel der drei Transkriptionsfaktoren änderte sich bei den Hec1B- und SPAC1L-Zellen 
nur marginal und die 5‘-AzaC-Behandlung hat keinen Einfl uss auf  deren Expression. Für die Regulation 
von REST steht das im Widerspruch zu bereits bekannten Daten aus SCLC-Zelllinien. Dort ergab die Ana-
lyse der REST-Promotermethylierung eine direkte Korrelation zwischen Promoterdemethylierung und 
REST-Expression. Der REST-Level beeinfl usste in diesen Zellen auch die L1CAM-Expression (Kreisler et 
al., 2010). In EK-Zelllinien ist die REST-Expression allerdings auf  einem hohen Niveau und es kommt zu 
keiner Erhöhung durch die Behandlung mit 5‘-AzaC. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass eine Hypom-
ethylierung nicht indirekt die Repression von L1CAM über einen der drei Transkriptionsfaktoren initiiert.
5.7 Azacytidin führt zur Änderung des miRNA-Expressionsmusters
Neben der Expression von Genen kann auch die Expression von nicht translatierter RNA durch epige-
netische Prozesse reguliert werden. Es konnte gezeigt werden, dass TSA und DNMT-Inhibitoren ein Än-
derung des microRNA-Expressionsmuster (miRNA) induzieren (Yan et al., 2011; Heller et al., 2012; Yang 
et al., 2012). miRNAs sind kurze, hochkonservierte und nicht codierenden RNAs. Die RNA-Spezies ist 
involviert in den Prozess der RNA-Interferenz und regulieren die Genexpression auf  posttranskriptionel-
ler Ebene. Die Expression der miRNAs wird während der Entwicklung und in physiologischen Prozessen 
unterschiedlich reguliert. In der Regel ist das Expressionsmuster gewebsspezifi sch. Während der Tumor-
progression kann es jedoch zu einer Abweichung vom Expressionsmuster kommen (Lu et al., 2005). In 
einigen Tumorentitäten wurde außerdem eine Korrelation zwischen der miRNA DNA-Methylierung und 
der Tumorprogression festgestellt (Lujambio et al., 2008; Lehmann et al., 2008; Agirre et al 2009). Welches 
Zielgen eine miRNA reguliert und somit zur Tumorprogression beiträgt, ist nicht für jede miRNA vollstän-
dig geklärt. Durch die Analyse des miRNA-Expressionsmusters vor und nach einer Behandlung mit 5’AzaC 
wurde geklärt, ob es zu einer Änderung des miRNA-Expressionsmusters kam. Die miRNA-Expression 
wurde mit einem miRNA-TagMan®-Expressionsarray analysiert, wodurch der simultane Vergleich von 384 
miRNAs möglich wurde (s. Anhang 1).  
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Abbildung D 42   qRT-PCR-Analyse zur Bestimmung der mRNA-Level von REST, Slug und 
β-catenin. Die Zellen wurden für 5 d mit 5’AzaC behandelt. Anschließend erfolgte die Isolation 
der mRNA. Die mRNA-Level sind relativ zur Kontrolle (unbehandelt) dargestellt. Alle Daten 
wurden zu denen von β-aktin normalisiert. Gezeigt ist ein repräsentatives aus drei unabhängigen 
Experimenten.
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Abbildung D 43   Graphische Darstellung der Analyse des miRNA-Expressionsmusters vor und 
nach 5‘-AzaC-Behandlung. Die Zellen wurden für 5 d mit 5‘-AzaC behandelt. Anschließend erfolgte 
die Isolation aller kleinen RNA-Spezies und die Transkription der miRNAs. Die Analyse erfolgte durch 
qRT-PCR mit einem 384-Loch TaqMan®-array. (a) Die Schnittmenge der mindestens 2-fach hochre-
gulierten miRNAs bei den Zelllinien Hec1B und SPAC1L. (b) Die Schnittmenge der 74 Kandidaten 
und den berechneten miRNA-3‘-UTR-Bindestellen im L1CAM. (c) Lokalisation der hypothetischen 
miRNA-Bindestellen im L1CAM-Promoter.
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Abbildung D 44   Änderung der miRNA-Expression nach 5 d 5‘-AzaC-Behandlung. Dar-
gestellt ist der Mittelwert der Änderung des relativen miRNA-Levels. Die Analyse erfolgte 
durch TaqMan®-qRT-PCR in dem Format einer 384-Lochplatte.
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Verglichen wurde die Transkription von Hec1B- und SPAC1L-Zellen vor und nach 5‘-AzaC-Behandlung. 
Von jeder Probe wurden zwei Replikate angefertigt. Als Indikatoren für die statistische Signifi kanz wurden 
die Differenz der Standardfehler der Plattenduplikate und die Standardabweichung der biologischen Re-
plikate berechnet. Um die Anzahl der möglichen Kandidaten so gering wie möglich zu halten, wurde ein 
Schwellenwert mit einer hohen Stringenz verwendet. Der Vergleich der zwei Zelllinien ergab 74 mindestens 
2-fach hochregulierte miRNAs durch Hypomethylierung (s. Abb. D43a). Eine anschließende in silico-Analyse 
(miRWalk) der L1CAM-3‘-UTR ergab das neun der 74 miRNA-Kandidaten ein Bindemotiv in dem Lokus 
besitzen (Abb. D43b; Anhang 2). Die neun miRNAs wurden durch die 5‘-AzaC-Behandlung unterschiedlich 
stark hochreguliert und gehören zu verschiedenen Familien (Abb. D 44). Die Lokalisationen der hypotheti-
schen Bindestellen der einzelne miRNAs sind in der schematischen Grafi k in Abbildung D 43 c dargstellt.
5.8 miR-34a bindet an die L1CAM-3‘-UTR
Um zu untersuchen, ob es zu einer spezifi schen Bindung innerhalb der L1CAM-3’UTR kommt, wurde 
jeweils eine der neun miRNAs zusammen mit einem Luziferase-L1CAM-3’UTR-Reporterkonstrukt in 
Hec1B-Zellen überexprimiert. In der Analyse wurde anschließend die Luziferaseaktivität bestimmt. 
Bei der Co-Expression des Luziferase-Reportergens und der miRNAs resultiert nur die Überexpression 
von miR-34a in einer Reduktion der Luziferaseaktivität in Anwesenheit der L1CAM-3‘-UTR (s. Abb. D45 a). 
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Abbildung D 45   L1CAM 3‘-UTR Luziferase Reporter-Assay. Analysiert wurde die Luziferase-
Aktivität des Kontrollvektors und des L1CAM-3‘-UTR-Reportervektors nach miRNA Überexpres-
sion In Hec1B Zellen. (a) Dargestellt ist der Quotient aus der Messung des Kontrollvektors zum 
3‘-UTR-Reporter-Vektor. Umso niedriger der Quotient desto stärker der Eff ekt der überexprimierten 
miRNA. Durch die Bildung eines Quotienten kommt es zu Bereinigung von unspezifi schen Eff ekten. 
(b) Überexpression von zwei ausgewählten miRNAs. Die Bestimmung erfolgte durch TaqMan®-qRT-
PCR. Gezeigt sind die Mittelwert aus n=3 Experimenten.
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Durch die Überexpression der miRNA-34a sinkt das Luziferasesignal des 3‘-UTR-Reportervektors um 
ca. 50 %. Nach der Bereinigung von unspezifi schen Effekten durch Bildung eines Quotienten aus dem Lu-
mineszenzsignals des Kontrollvektors und des 3’UTR-Vektors, offenbarte die Überexpression der miR-34a 
einen spezifi schen Effekt (Abb D45 a).
Die Transfektion von Hec1B-Zellen mit bereits prozessierter miR-34a bestätigten diese Resultate. Auf  
mRNA-Ebene konnte eine verminderte L1CAM-Expression nach der Transfektion mit miR-34a-Oligonu-
kleotiden detektiert werden (s. Abb. D46). Die vorhergehenden Daten deuten darauf  hin, dass die miR-34a 
zu einer Degradation der L1CAM-mRNA beiträgt und als ein postranskriptioneller Regulator der L1CAM-
Expression in Betracht gezogen werden kann.
5.9 Endogene miR-34a-Expression korreliert nicht mit der L1CAM-Expression
In Zelllinien des Endometrium- oder Ovarialkarzinoms wurde das endogene Expressionslevel der miR-
34a festgestellt. Die Detektion erfolgte durch TaqMan®-qRT-PCR. Für das Ovarialkarzinom wurde bereits 
eine Korrelation der miR-34a-Expression mit der Tumorprogression aufgezeigt (Reimer et al., 2011). Ob 
die miRNA-Expression ebenfalls die L1CAM-Expression beeinfl usst, wurde im Umfang dieser Arbeit nicht 
untersucht. Im Falle des EK kam es bis zu diesem Zeitpunkt zu keinem Nachweis, dass miR34a im Zusam-
menhang mit der Karzinogenese steht. Bei den vorliegenden Zelllinien konnte keine Korrelation zwischen 
der L1CAM- und miR-34a-Expression belegt werden. Bis auf  die Zelllinien ECC1 und OVM weisen die 
Zellen im Allgemeinen einen niedrigen miR-34a-Level auf, unabhängig von dem Level der L1CAM-Expres-
sion.
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Abbildung D 46   qRT-PCR-Analyse zur Bestimmung des L1CAM-mRNA-Levels. Hec1B 
Zellen wurden mir RNA-Oligonukleotiden transfi ziert und nach 72 h erfolgte die RNA-Isola-
tion. Die mRNA-Level sind relativ zur Kontrolle (unbehandelt) dargestellt. Alle Daten wur-
den zu denen von β-aktin normalisiert. Gezeigt ist ein repräsentatives aus drei unabhängigen 
Experimenten.
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Abbildung D 47   Bestimmung der miR-34a-Expression in unterschiedlichen Endomet-
rium- und Ovarialkarzinomzelllinien. Die Analyse erfolgte durch TaqMan®-qRT-PCR. Alle 
Daten wurden zu denen von RnU6b normalisiert. Gezeigt ist ein repräsentatives aus zwei un-
abhängigen Experimenten.
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6.  Herstellung einer transgenen Maus
Die Herstellung einer transgenen Maus erfolgte zur Untersuchung der Auswirkungen einer Antikörper-
behandlung auf  den Organismus. Bereits mehrere Arbeiten belegten die Effekte einer Antikörperinjektion 
auf  die Tumorprogression von L1CAM positiven Tumoren. Es konnte belegt werden, dass Antikörper 
gegen L1CAM einen therapeutischen Effekt besitzen und sowohl die Zellproliferation in vitro reduzieren 
als auch das Tumorwachstum von humanen Ovariumkarzinomen in Maus Xenograftmodellen negativ be-
einfl usst (Wolterink et al., 2010; Arlt et al., 2006; Knogler et al., 2007; Gast et al., 2008). Noch ist allerdings 
unklar in welchen Maß der Antikörper die Homöostase von anderem L1CAM exprimierenden Gewebe 
beeinfl usst. Neben den peripheren Nerven wird L1CAM außerdem von Zellen des Nieren und Milzgewebes 
exprimiert (Pancook et al., 1997; Helbert et al., 2001; Weidle et al., 2009).
Die Herstellung eines transgenen Tieres erfolgte via Mikronjektion der humanen L1CAM DNA-Sequenz 
in die Eizellen während der Pronukleusphase und als Trägertiere wurde Mäuse von dem Stamm C57Bl/6 
verwendet (black 6). Die verwendete genomische Sequenz von L1CAM wurde aus einem BAC-Klon isoliert. 
Nach dem Austragen der Nachkommen wurden Schwanzgewebeproben entnommen und die Tiere über 
eine PCR-Analyse auf  die Transgen-DNA getestet. In Abbildung D 47 ist ein exemplarisches Ergebnis einer 
PCR-Analyse sichtbar (s. Abb. 48). Die PCR-Ansätze wurden auf  ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen. 
Die gezeigte Abbildung offenbart vier positive transgene Mäuse mit humanen L1CAM und insgesamt 
wurden von 210 Nachkommen 40 Mäuse mit transgenen humanen L1CAM detektiert. Das erwartete PCR-
Produkt hatte eine Größe von 324 bp und die Primer waren spezifi sch für humanes L1CAM. 
1000 bp
250 bp
freie Nukleotide
PCR-Produkt
+ -Ma
rke
r
Abbildung D 48   Genotypisierung von transgenen Mäusen durch PCR-Analyse. Zur Detektion des 
ins Genom integrierte L1CAM wurden spezifi sche Primer gegen das humane L1CAM verwendet. Als 
Positivkontrolle wurde Plasmid-DNA (BAC-Klon) mit der genomischen Sequenz des humanen L1CAM 
verwendet. In der Negativkontrolle wurde die DNA gegen das entsprechende Volumen Wasser ersetzt. Das 
erwartete PCR-Produkt hatte eine Größe von 324 bp. (+) Positivkontrolle (-) Negativkontrolle
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Neben der Genotypisierung erfolgte zusätzlich die Analyse der Oberfl ächenexpression des humanen 
L1CAM auf  Mauslymphozyten. Es ist bekannt, dass L1CAM sowohl bei Mäusen als auch beim Menschen 
im geringen Maße auf  der Oberfl äche von Lymphozyten exprimiert wird (Hubbe et al., 1993; Ebeling et al., 
1996; Duczmal et al., 1997). Durch einen Zentrifugationsschritt über ein spezielles Dichtemedium wurden 
die peripheren Blutzellen isoliert und anschließend in einer FACS-Analyse eingesetzt. Die Verwendung von 
spezifi schen Antikörpern ermöglichte die Detektion von murinen und humanen L1CAM. In der Abbildung 
D 49 b ist wiederum ein exemplarisches Ergebnis der FACS-Analyse dargestellt. Die vollständige Analyse 
ist im Anhang dargestellt.
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Abbildung D 49   FACS-Analyse der Oberfl ächenexpression von transgenen L1CAM. Die Ekt-
odomäne des humanen L1CAM-Moleküls wurde mittels mAb L1-9.3 und des murinen L1CAMs 
mittels rAb 555 detektiert. Beide Antikörper wurden mit Bioin gekoppelt und Strepdavidin-PE diente 
als Fluoreszenzkontrolle. (a) FACS-Analyse zur Bestätigung der spezifi schen AK-Bindung an muri-
nes oder humanes L1CAM bei einer humanen EK-Zelllinien (Hec1B) und einer murinen Zelllinie 
(TU449). (b) L1CAM Oberfl ächenexpression bei murinen und humanen PBLs.
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Alle getesteten transgenen Mäuse waren negativ für die Oberfl ächenexpression von humanen L1CAM 
bei Lymphozyten. Lediglich bei der humanen Positivkontrolle war es möglich eine Population von L1CAM 
exprimierenden Lymphozyten zu identifi zieren. Auf  Mauslymphozyten wurde teilweise nur eine sehr schwa-
che Expression von murinen L1CAM nachgewiesen. Die Funktionalität und Spezifi tät der Antikörper wur-
de in einem weiteren Experiment mit humanen und murinen L1CAM positiven Zelllinien nachgewiesen. 
Der L1CAM-9.3 Antikörper bindet ausschließlich an humanes L1CAM während der L1CAM-555 dement-
sprechend nur murines L1CAM erkennt (s. Abb. 49.a). Mit Hilfe der Durchfl usszytometrie war es jedoch 
nicht möglich eine Expression von humanen L1CAM bei Mauslymphozyten nachzuweisen. Es ist möglich, 
dass die Zellzahl der Population von L1CAM exprimierenden B-Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl zu 
gering war und unter der Detektionsgrenze lag. In diesem Fall wäre eine Anreicherung der B-Zellpopulation 
notwendig und anschließend eine Analyse der L1CAM-Expression. Alternativ dazu wurde die L1CAM-
Expression im Nierengewebe durch einen L1CAM spezifi schen Elisa oder eine Immunopräzipitation unter-
sucht. Dazu wurden Lysate aus dem Nierengewebe hergestellt und für den jeweiligen Assay eingesetzt. Es 
wurden die Nieren aus sechs positiv getesteten transgenen Tieren entnommen. Zur Kontrolle wurden zu-
sätzlich die Nieren aus einer negativen Maus isoliert. Der Elisa bzw. die Immunpräzipitation wurden jeweils 
mit einem humanen oder murinen L1CAM-Antikörper durchgeführt. Die Expression des murinen L1CAM-
Proteins sollte in allen Mäusen ein ähnliches Niveau erreichen. 
In Abbildung D 50 sind die Expressionslevel von humanen und murinen L1CAM dargestellt. Die Resul-
tate zeigen eine deutliche Expression von humanen L1CAM in vier der sechs positiv getesteten Tiere und 
eine schwächere Expression in den zwei übrigen Tieren. Keine Expression von humanen L1CAM konnte 
dagegen in dem Kontrolltier festgestellt werden (s. Abb. D48 a). Die schwach exprimierenden Tiere stam-
men von einem gemeinsamen Elterntier (F4), während die vier positiven Tiere von jeweils zwei weiteren 
Elterntieren stammen (M3 und M2). Das lässt darauf  schließen, dass der Lokus des humanen L1CAM ent-
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Abbildung D 50   L1CAM-Elisa zur Detektion des L1CAM-Proteinlevels im Nierengewebe von 
transgenen Mäusen. (a) Elisa mit humanen L1CAM Antikörper. (b) Elisa mit murinen L1CAM 
Antikörper. Die Photmetrische Messung erfolgte bei 450 nm und das OD-Signal ist proportional zur 
L1CAM-Expression. In der Genotypisierung für humanes L1CAM positiv getestete Mäuse sind durch 
die entsprechende Nummer und (L1+) gekennzeichnet. Als Kontrolltier wurde ein negativ getestetes 
Tier verwendet (L1-).
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scheidend für die Expression ist und es trotz der Bestätigung durch die Genotypisierung es zu einer Varianz 
in der Proteinexpression kommt. Das erfordert neben der Genotypisierung auch immer eine Bestimmung 
des Proteinlevels bei mindestens einem Nachkommen eines Elterntiers. Elterntiere deren Nachkommen 
einen zu geringen Proteinlevel aufweisen sind für eine weitere Verpaarung und Untersuchung der Antikör-
pereffekte auszuschließen. Die Expression des murinen L1CAM war entsprechend den Erwartungen bei 
allen Tieren gleich (s.Abb. D 50b). Das Ergebnis gilt als interne Kontrolle und bestätigt die Funktionalität 
des L1CAM-Elisa-Assays. 
Durch Immunpräzipitation konnten die Ergebnisse aus dem Elisa bestätigt werden (s. Abb. 51).
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Abbildung D 51   Immunpräzipitation von humanen L1CAM aus murinen Gewebelysat. 
Die Präzipitation und Detektion erfolgte mit dem L1CAM-9.3 Antikörper gegen humanes 
L1CAM. Bei jedem IP-Ansatz wurde die gleiche Gesamtprotein- und Antikörpermenge ein-
gesetzt. Als Lade- und Transferkontrolle dienten die detektierten Ketten des eingesetzten An-
tikörpers
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E  Diskussion
1. Expression von L1CAM im Endometriumkarzinom
Die Expression von L1CAM in gynäkologischen Tumoren wurde bereits 2003 beschrieben (Fogel et al., 
2003). Im Ovarial- und Endometriumkarzinom korreliert die Expression von L1CAM mit einer schlechten 
Prognose. Besonders auffällig ist die  die Expression von L1CAM im Endometriumkarzinom. Hier wird 
L1CAM hauptsächlich von Typ-II-Karzinomen exprimiert, welche wiederum mit einer schlechten Progno-
se korrelieren. Trotz des üblicherweise positiven Verlaufs von Typ-I-Karzinomen nimmt die Krankheit im 
Falle einer L1CAM-Detektion einen schlechten Verlauf  (Fogel et al., 2004). Auf  Grund dieser Erkenntnisse 
wurde das L1CAM-Molekül als prognostischer Marker vorgeschlagen (Fogel et al., 2004).
Die Expression von L1CAM innerhalb der invasiven Front und metastatischen Läsionen von Ovarial- 
und Endometriumkarzinomen ist ein weiteres charakteristisches Merkmal und unterstreicht die Rolle von 
L1CAM bei der Progression des primären Tumors oder der Metastasierung. Die Detektion von L1CAM 
in atypischen Endometriosen des Ovars, welche sich mit höherer Wahrscheinlichkeit zu Karzinomen ent-
wickeln, deutet ebenfalls auf  eine Funktion bei der Entstehung der Tumore hin (Finas et al., 2008). Abge-
sehen davon wird ebenfalls vermutet, dass nicht nur allein das Epithel des Ovars der Ursprung für seröse 
Ovarialkarzinome ist. Eine weitere Theorie besagt, dass aus den Fimbrien der Eileiter ebenfalls Tumorzellen 
hervorgehen, diese ins Ovar migrieren und dort ein malignes Wachstum auslösen (Kim et al., 2012, Hillier 
et al., 2012). Ein ähnliches Szenario ist ebenfalls für Endometriumkarzinome denkbar. Außerdem ist uns 
bakannt das Zellen in den Fimbrien der Eileiter ebenfalls mehr oder weniger L1CAM exprimieren können. 
Es ist also durchaus denkbar das diese L1CAM positiven Zellen der Ursprung für L1CAM exprimierende 
gynäkologische seröse Karzinome ist.
In welchem Maße L1CAM zur Entwicklung gynäkologischer Tumoren beiträgt wurde in zahlreichen 
funktionellen Analysen des Moleküls untersucht, ist aber noch nicht vollständig verstanden. In Ovarialkar-
zinomen vermittelt L1CAM eine erhöhte Migration, Zellproliferation und übernimmt eine entscheidende 
Funktion bei der Aktivierung der Erk-Kinase. (Silletti et al., 2004; Gavert et al., 2005; Gast et al., 2008). 
Außerdem zeigen Zellen mit einer erhöhten L1CAM-Expression eine geringere Apoptoserate (Stoeck et al., 
2007; Muerkoster et al., 2010). Eine Analyse der L1CAM-Expression in Endometriumkarzinomen offen-
barte eine TGF-β1 induzierte und vom Transkriptionsfaktor Slug vermittelte Aktivierung des L1CAM Gens 
(Huszar et al., 2010). Die Behandlung mit TGF-β1 steigerte zudem das Invasionspotential der untersuchten 
Endometriumkarzinom-Zelllinien. 
Trotz zahlreicher Studien zur Funktion von L1CAM während der Tumorprogression ist wenig über den 
Mechanismus der Hochregulation dieses Gens in Tumoren bekannt. Für Endometriumkarzinome, insbe-
sondere die Typ-II-Karzinome, gibt es bisher keinerlei Erkenntnisse zu den molekularen Grundlagen der 
abnormalen L1CAM-Expression. 
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2. Die Expression von L1CAM während der Epithelial-Mesenchymalen-
Transition (EMT)
In den vergangenen Jahren wurde eine EMT abhängige Expression von L1CAM diskutiert. Die Expres-
sion von L1CAM an der invasiven Front von Primärtumoren unterschiedlicher Entitäten war ein erster 
Hinweis, dass L1CAM beim Ablauf  der EMT involviert sein könnte (Kajiwara et al., 2012; Min et al., 2010; 
Gavert et al., 2005; Zecchini et al., 2008; Huszar et al., 2010). Einige Prozesse innerhalb der invasiven Front 
gleichen den molekularen Wechseln der EMT während der embryonalen Entwicklung (Thiery et al., 2009, 
Prall et al., 2007). Ein zentrales Ereignis der EMT, sowohl in der Tumorgenese als auch der Embryogenese, 
ist die Repression von E-cadherin durch die Zinkfi nger- Transkriptionsfaktoren SNAIL und Slug (Peinado 
et al., 2007, Batlle et al., 2000). Huszar und Kollegen detektierten in der invasiven Front von Endometrial-
karzinomen eine Reduktion der E-cadherin-Expression, was invers korrelierte mit der L1CAM-Expression 
(Huszar et al., 2010). Dieses Ergebnis war ein weiteres Indiz für eine EMT-abhängige Expression von 
L1CAM. Der EMT-Prozess ermöglicht die Migration und anschließende Invasion einzelner Zellen aus dem 
Primärtumor in das benachbarte Gewebe (Thiery et al., 2002, Yang und Liu, 2001). Es ist bekannt, dass 
diese Zellfunktionen auch durch eine erhöhte Expression von L1CAM in Tumorzellen unterstützt werden 
(Shtutman et al., 2006; Gast et al., 2009; Thelen et al., 2002, Gavert et al., 2005; Mechtersheimer et al., 2001). 
Ein weiteres Merkmal der EMT in der Entwicklung ist die Induktion durch Zytokine wie TGF-β1 und 
HGF. Bei der Tumorprogression wurde ebenfalls eine EMT-Induktion durch TGF-β1 oder HGF nachge-
wiesen. Die Zytokine werden von Stromazellen, infi ltrierenden Zellen oder den Tumorzellen selbst produ-
ziert, führen zu einer Aktivierung unterschiedlicher Signalwege und einer geänderten Expression von Tran-
skriptionsrepressoren oder -aktivatoren (Yang et al., 2008; Schmalhofer et al., 2008). TGF-β1 hat während 
der Tumorprogression eine bivalente Rolle. Während es in der frühen Phase den Zellzyklus blockiert und 
Apoptose induziert, verstärkt es in der späten Phase die Karzinogenese, induziert EMT, die Zellinvasion 
und die Metastasierung (Siegel et al., 2003). Dementsprechend korreliert in einigen Tumoren eine TGF-
β1-Überexpression mit einer schlechten Prognose (Lee et al., 2012; von Rahden et al., 2006; Christeli et al., 
1996). Eine erhöhte HGF-Konzentration wurde ebenfalls in der Aszites-Flüssigkeit von Ovarialkarzinomen 
detektiert (Corps et al., 1997; Baykal et al., 2003).
Die im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit durchgeführten Langzeitbehandlungen der Endometrium-
karzinomzelllinien mit TGF-β1 oder HGF ergaben differenzielle Effekte der Zytokine bei der EMT-Induk-
tion (s. Abb. D 7 und 8). Die für die EMT charakteristischen molekularen Wechsel wurden für die Zelllinien 
Hec1A, ECC1, EN1 und Hec1B auf  mRNA-Ebene und für die bei ECC1 und Hec1A auf  Proteinebene 
analysiert. Auf  mRNA-Ebene konnte nachgewiesen werden, dass bei drei der vier Zelllinien lediglich die 
TGF-β1-Behandlung zu einer kompletten Induktion der EMT führte. Ein ähnliches Bild ergab sich auf  
Proteinebene für die Zelllinien ECC1 und Hec1A. Im Gegensatz dazu waren die Effekte von HGF nur auf  
einige der untersuchten Gene beschränkt. 
HGF wird in der Literatur als „scatter factor“ bezeichnet, da er durch die Aktivierung der p70S6 –Kinase 
oft nur zu einer unvollständigen EMT-Induktion führt (Zhou et al., 2006; Birchheimer et al., 1997). Die 
Western-Blot-Analyse offenbarte eine Hochregulation von L1CAM bei ECC1 und Hec1A durch HGF. 
Auf  mRNA-Level wurde dagegen lediglich bei den Zelllinien Hec1A und EN1 eine Hochregulation von 
Vimentin detektiert. Die Behandlung führte außerdem in EN1-Zellen zu einer Hochregulation der L1CAM-
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Expression. Bei allen Zelllinien wurde jedoch keine entscheidende Änderung in der Expression von E-
cadherin, SNAIL und Slug beobachtet. Die Hochregulation von SNAIL und Slug bzw. Repression von 
E-cadherin ist jedoch entscheidend für den EMT-Prozess (Peinado et al., 2007; Thiery et al., 2009). 
Im Gegensatz dazu kam es nach der Behandlung mit TGF-β1 zu einer EMT-ähnlichen Regulation der 
molekularen Marker. Die drei L1CAM negativen Zelllinien ECC1, Hec1A und EN1 reagierten bei der Ana-
lyse der mRNA mit einer deutlich erhöhten Expression von Vimentin und einer Repression von E-cadherin. 
Vimentin ist als Intermediärfi lament mit der EMT assoziiert und wird im Verlauf  des Prozesses hochregu-
liert (Gilles et al., 2004; Kokkinos et al., 2012). Ein weiterer Indikator für einen Wechsel zum mesenchyma-
len Phänotyp ist die Hochregulation von Slug in allen getesteten Zelllinien. Allerdings zeigten die Level der 
Transkriptionsfaktoren SNAIL und β-catenin nur marginale Veränderungen nach der TGF-β1-Behandlung. 
Lediglich bei der Zelllinie Hec1A konnte ein Anstieg der SNAIL-Expression detektiert werden. Nach die-
sen Ergebnissen spielen SNAIL und β-catenin nur eine untergeordnete Rolle bei der Induktion des EMT-
Prozesses in Endometrialkarzinomzelllinien. 
Die Hochregulation von Slug weist jedoch auf  dessen zentrale Rolle hin. Eine durch TGF-β1 induzierte 
und durch Slug vermittelte Repression von E-cadherin konnte bereits in anderen epithelialen Zellen nach-
gewiesen werden (Choi et al., 2007). Dass Slug in den Endometriumkarzinomzelllinien essentiell für die 
EMT-Regulation ist, konnte durch die Transfektion mit Slug siRNA nachgewiesen werden (s. Abb. D 10). 
Die Inhibition der Slug-Expression führte zu einer Reversion der EMT spezifi schen molekularen Wechsel 
nach TGF-β1-Behandlung. Durch die Slug-siRNA verringert sich im Vergleich zu siGFP transfi zierten 
Zellen der Effekt der Slug-Genaktivierung nach der TGF-β1-Behandlung. So näherte sich der Slug-mRNA-
Level dem Ausgangswert der unbehandelten Zellen und als Folge dessen verringert sich der Effekt auf  die 
E-cadherin-Repression und Vimentin-Expression. Die TGF-β1 induzierte L1CAM-Expression ging in den 
beiden analysierten Zelllinien nach siSlug-Transfektion ebenfalls auf  das Grundniveau der unbehandelten 
Zellen zurück (s. Abb. D 10 A und B). Dass ein erhöhter Slug-Level in der Folge das L1CAM-Gen aktiviert, 
konnte durch die Überexpression von L1CAM bestätigt werden (Abb. D 9). 
In Pankreaskarzinomzellen und epithelialen Kolonzellen wurde ein aktivierender Effekt von Slug auf  die 
L1CAM-Expression nachgewiesen und gezeigt, dass die TGF-β1 induzierte Hochregulation von L1CAM 
Smad-Protein unabhängig ist. Die Induktion des Slug-Gens erfordert dagegen die Aktivierung der c-Jun-
NH2-terminalen Kinase (Geismann et al., 2009, Schäfer et al., 2012). Eine weitere Arbeit belegte eine EMT 
assoziierte Expression von L1CAM bei Pankreaskarzinomzelllinien nach TGF-β1 Behandlung. Es kam zu 
einer Hochregulation der mesenchymalen Marker Vimentin und Slug und einer Runterregulation des epi-
thelialen Markers E-cadherin (Kiefel et al., 2011). 
Die Ergebnisse aus dieser Arbeit belegen die EMT assoziierte L1CAM-Expression nach TGF-β1 Be-
handlung. Drei der vier Zelllinien reagierten auf  mRNA-Ebene mit einer vollständigen EMT und einem 
Wechsel in der Expression der molekularen Marker. Im Gegensatz dazu kam es bei der L1CAM-positiven 
Zelllinie Hec1B nur zu einer Hochregulation von Slug während die weiteren analysierten Gene keine Ände-
rung in der Expression aufwiesen. Der deutlich erhöhte Slug-Level induzierte auch keine L1CAM-Expres-
sion. Allerdings exprimieren die Zellen bereits sehr stark L1CAM und Vimentin wodurch weitere Effekte 
durch den TGF-β1 Signalweg anscheinend nicht nachweisbar sind (s. Abb D 2 und D 4). Die E-cadherin-
Expression ist im Gegensatz dazu relativ niedrig (s. Abb. D 4). Nach diesem Expressionsmuster entspre-
chen die Hec1B-Zellen dem mesenchymalen Phänotyp (Kalluri und Weinberg, 2009) welcher demnach auch 
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mit einer erhöhten L1CAM-Expression assoziiert ist.
Die ChIP-Analyse der L1CAM-Promoterregion mit einem Slug-spezifi schen Antikörper ist ein Beleg für 
die direkte Aktivierung der L1CAM-Expression während des EMT-Prozesses durch Slug (s. Abb. D 11). 
Eine Interaktion von Slug mit dem L1CAM-Promoter wurde auch in der Pankreaskarzinomzelllinie Panc1 
und der epithelialen Kolonzelllinien NCM460 gezeigt (Geismann et al 2009, Schäfer et al., 2012). Bei He-
c1A-Zellen wurde mittels ChIP-Analyse eine Bindung von Slug in beiden L1CAM-Promoterelementen 
nachgewiesen. ECC1-Zellen offenbarten nur im 2. Promoter eine Bindung von Slug. Die differenzielle Bin-
dung kann durch eine zellabhängige Nutzung der Promotoren erklärt werden (Pfeifer et al., 2010)
Die HGF-Behandlung resultierte im Gegensatz zu TGF-β1 nur in einer unvollständigen Induktion der 
EMT. In keiner Zelllinie konnte eine E-cadherin-Repression gleichzeitig mit einer Vimentin-Aktivierung 
detektiert werden (s. Abb. D 8). Bei Hec1A- und ECC1-Zellen wurde auf  Proteinebene allerdings eine 
Hochregulation von L1CAM nach der HGF-Behandlung sichtbar. Gleiches war auch bei bei SKOV3ip-
Zellen zu beobachten (Nova-Hofer et al., 2008). Eine Hochregulation von L1CAM war nach Analyse des 
mRNA-Levels jedoch nicht sichtbar. Es ist denkbar, dass es durch die HGF-Behandlung zu einer Stabilisie-
rung des L1CAM-Proteins kommt. Für eine genauere Erklärung bedarf  es noch weiterer Untersuchungen. 
3. Regulation von L1CAM durch REST und Histonmodifi zierungen
Die meisten Erkenntnisse zur Repressorfunktion des RE1-silencing transcription factor (REST) stammen 
aus Experimenten mit neuronalen Zellen. REST wurde als transkriptioneller Repressor von einer Vielzahl 
neuronaler Differenzierungsgene identifi ziert (Schoenherr et al., 1995) und wird im Allgemeinen ubiquitär 
von nichtneuronalen Zellen exprimiert (Chen et al., 1998). Bei den hier analysierten EK-Zelllinien wurde 
sowohl auf  mRNA- als auch auf  Proteinebene eine gleichmäßige REST-Expression detektiert (Abb. D 2 
und D 3), was die ubiquitäre Expression von REST in nicht neuronalen Zellen belegt. 
Die Repressorfunktion von REST wird durch zahlreiche Interaktionspartner vermittelt. Dabei handelt es 
sich hauptsächlich um Chromatinmodifi zierende-Enzyme wie Histondeactylasen und Histonmethyltrans-
ferasen (Huang et al., 1999; Roopra et al., 2000). 
Die zentrale Funktion von REST wurde weiterhin durch einige globale Bindungsstudien belegt. So wurde 
in bis zu 2000 Genen mit Hilfe von genomische Analysen die RE-1 Bindestelle identifi ziert (Bruce et al., 
2004; Johnsen et al., 2007). Neben L1CAM wurde bei den Analysen das Repressorelement-1 (RE-1) unter 
anderem in den Promotoren von SNAP25, Synaptophysin und Chromogranin identifi ziert. Die Moleküle 
Synaptophysin und Chromogranin sind unter anderem Marker für neuroendokrine Tumore (Erikson et al., 
2004), deren REST-abhängige Regulation in verschiedenen Tumoren nachgewiesen wurde (Majumder et al., 
2006; Kashiwagi et al., 2012). Außerdem supprimiert REST die Aktivität der Phosphatidylinositol 3-Kinase 
(Westbrook et al., 2005). Eine Tumorsuppressorfunktion von REST zeigte sich auch durch die Regulation 
des Onkogens TAC-1 in den Brustkarzinomzellen T47D und MCF12A (Reddy et al., 2009). 
Die Ergebnisse belegen die Relevanz von REST bei der Regulation von neuronalen Markern in unter-
schiedlichen Tumoren. Neben den globalen Analysen wurde die Regulation von L1CAM durch REST be-
reits in neuronalen Zellen nachgewiesen (Kallunki et al., 1997, 1998). Trotz der bekannten Tumorsuppres-
sorfunktion von REST und der Regulation von L1CAM wurde der Einfl uss zwischen einer eingeschränkten 
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REST-Funktion und einer erhöhten L1CAM-Expression in den Tumoren noch nicht untersucht. 
Die Transfektion der L1CAM-negativen Zelllinien mit REST spezifi scher siRNA induzierte eine deut-
liche Hochregulation von L1CAM auf  mRNA- und Protein-Ebene (s. Abb. D 13 und D 14). Konform 
zu diesen Ergebnissen inhibiert die REST-Überexpression die L1CAM-Expression in den L1CAM posi-
tiven Zelllinien Hec1B und SPAC1L (Abb. D 12). Die Resultate belegen die REST-Suppressorfunktion 
bei L1CAM in den Endometriumkarzinomzelllinien. Eine transiente REST-Repression resultiert demnach 
in einem Anstieg der L1CAM-Expression in L1CAM-negativen Zelllinien, während eine REST-Überex-
pression den gegenteiligen Effekt erzielt. Die Analyse der endogenen Expressionslevel von REST in den 
EK-Zelllinien gibt jedoch keinen Aufschluss über den Zusammenhang zwischen der REST- und L1CAM-
Expression. In Brustkarzinomen konnte nachgewiesen werden, dass nicht allein der REST-Expressionslevel 
für die Tumorprogression entscheidend ist. Die Experimente offenbarten einen Verlust der REST-Funktion 
durch die dominant negative Variante REST4 bei gleichbleibender REST-Expression (Wagoner et al., 2010). 
Durch ein zusätzliches Exon in der mRNA wird ein weiteres Stopcodon in die Sequenz eingeführt und es 
kommt zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation. Die Expression von REST4 und der damit einherge-
hende Verlust der Suppressorfunktion wurden ursprünglich in Neuroblastomzelllinien nachgewiesen (Palm 
et al., 1998 ; Lee et al. , 2000 ; Tabuchi et al., 2002). 
Bei den untersuchten EK-Zelllinien spielt die Expression von REST4 jedoch nur eine untergeordnete 
Rolle (s. Abb. D 18 und Tab. D 2). Die Sequenzierung der PCR-Fragmente offenbarte die Expression von 
REST4 in den Zelllinien EN1 und Hec1B. Allerdings belegte die Analyse der relativen Expression einen 
äußerst geringen Expressionlevel von REST4 im Vergleich zur normalen Form von REST. Die Daten bele-
gen, dass REST4 nicht zur differenzierten Expression von L1CAM in den EK-Zelllinien beiträgt. Bei allen 
Zellen lag das mRNA-Level von REST4 nur knapp unter der Nachweisgrenze und war bei einigen Zellen 
bis zu 40.000 mal niedriger als der REST-mRNA-Level (s. Tab. 2). 
Ein weiteres Kriterium für die Funktionalität eines Transkriptionsfaktors ist die nukleäre Translokation. 
Der nukleocytoplasmatische Transport von REST ist abhängig von der nukleären Lokalisationsdomäne 
oder wird von der Interaktion mit weiteren Proteinen wie PRICKLE1 (RILP), HTT und DCTN1 (Shimojo 
et al., 2001; Shimojo und Hersh, 2003; Shimojo et al., 2008) beeinfl usst. Die Untersuchung der subzellulären 
Lokalisation von REST in EK-Zelllinien mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie offenbarte eine gleich-
mäßige Lokalisation von REST innerhalb der Nuklei und es konnte keine Anreicherung von REST im Zy-
toplasma detektiert werden. Eine geänderte Translokation von REST ist vor allem bei der sog. „Huntington 
Erkrankung“ von Bedeutung. Durch die Mutation des htt-Proteins wird die Interaktion mit REST inhibiert 
und es ist eine erhöhte Akkumulation von REST im Nukleus nachweisbar. In Folge dessen kommt es zu 
einer Repression von neuronalen Genen in den Neuronen (Zaccato et al., 2007). In Tumoren wurde bis 
zum heutigen Zeitpunkt jedoch keine veränderte nukleäre Translokation des REST-Proteins nachgewiesen. 
Einen ersten Hinweis auf  einen direkten Zusammenhang zwischen der Suppressorfunktion von REST 
und der erhöhten L1CAM-Expression in den EK-Zelllinien ergab die Analyse der Bindungsaffi nität von 
REST innerhalb des L1CAM-Promoters (s. Abb. D 19). Die L1CAM positiven Zelllinien wiesen in der 
ChIP-Analyse eine geringere REST-Bindungsaffi nität an verschiedene RE-1 Bindesequenzen auf. So lag die 
nachgewiesene Bindung von endogenem REST an die RE1-Bindesequenzen im Promoter von L1CAM und 
SNAP25 jeweils unter der von den vier L1CAM negativen Zelllinien EN1, ECC1, Hec1A, MFE296. Dage-
gen war die Interaktion von REST mit dem Promoter von Synaptophysin in allen Zellen auf  einem deutlich 
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geringeren Niveau. Durch eine Überexpression von REST in den L1CAM-positiven Zelllinien Hec1B und 
SPAC1L kam es zu einem Anstieg der Interaktion von REST mit dem RE-1-Bindemotiv. Als Folge dieser 
erhöhten Bindung kam es sowohl auf  mRNA- als auch auf  Proteinlevel zu einer Repression von L1CAM 
(s. Abb. D12). Dennoch war die spezifi sche Bindung von REST bei den transfi zierten L1CAM-positiven 
Zellen stets schwächer als bei allen L1CAM-negativen Zelllinien. 
Die Bindung von REST allein ist allerdings noch keine Erklärung für die Repression von neuronalen 
Genen, in deren Promotor ein RE-1 Bindemotiv lokalisiert ist. Verschiedene Arbeiten belegen, dass die Re-
pressorfunktion von REST von Chromatin-modifi zierenden Co-Faktoren vermittelt wird und die Funktion 
auch in Abwesenheit von REST aufrecht erhalten werden kann (Balles et al., 2005a; Balles et al., 2005b). 
Von besonderer Bedeutung sind hier die Interaktionspartner CoREST und mSin3, welche durch die Wech-
selwirkung mit unterschiedlichen Histon-modifi zierenden Enzymen die dauerhafte Repression von neu-
ronalen Genen in nicht neuronalen Zellen induzieren. Zum Beispiel ist in embryonalen Stammzellen und 
neuronalen Vorläuferzellen die Rekrutierung von Histondeacetylasen (HDACs) durch CoREST und Sin3a 
essentiell für die REST-Repressorfunktion (Balles et al., 2005a). Beide Moleküle bilden in nicht neuronalen 
Zellen stabile Komplexe mit HDACs (Roopra et al., 2000; Naruso et al., 1999; You et al., 2001; Balles et al., 
2001). Ein Beleg für die HDAC abhängige Regulation von neuronalen Genen ist deren Hochregulation in 
neuronalen Vorläuferzellen nach der Behandlung mit dem HDAC-Inhibitoren (Balles et al., 2005a; Hsieh 
et al., 2004). So induzierte eine Behandlung mit Valproinsäure (VA) die Expression von Synapsin I und 
NeuroD oder mit Trichostatin A (TSA) die von SNAP25, Calbindin und BDNF. Beide Inhibitoren führen 
in ECC1- und Hec1A-Zellen ebenfalls zu einer erhöhten Expression von L1CAM. Die Ergebnisse sind ein 
Hinweis auf  eine Histondeacetylase vermittelte Repression von L1CAM unter der Beteiligung von REST (s. 
Abb D 20 und D 21). Aus der spezifi schen Inhibition der HDAC1 durch die Valproinsäure lässt sich auch 
auf  eine Funktion der Histondeacetylase bei der L1CAM-Repression schließen.
Beide Inhibitoren beeinfl ussen die globale Histonmodifi zierung bereits bei der geringsten verwendeten 
Konzentration und induzieren eine zunehmende Acetylierung des Histonproteins H3 und einen Anstieg der 
L1CAM-Expression (Abb. D 20). Die Acetylierung erfolgt an den Lysinen des Histons und ist im Allgemei-
nen mit einer transkriptionellen Aktivierung verbunden (Mack et al., 2006; Bernstein et al., 2007). Durch die 
Neutralisation der positiv geladenen Lysin-Seitenkette wird die Interaktion mit den Phosphatgruppen der 
DNA eingeschränkt und das Chromatin damit für Transkriptionsfaktoren zugänglich.
Bereits 2007 berichteten Kuwajima und Kollegen von dem Einfl uss unterschiedlicher HDAC-Inhibitoren 
in B16-BL6 Melanomzellen. Sowohl der Inhibitor TSA als auch Butyrat  induzierten eine Hochregulation 
von L1CAM (Kuwajima et al., 2007). 
Die Daten aus dieser Arbeit bestätigen eine Modulation der L1CAM-Expression durch HDAC-Inhibito-
ren in Endometriumkarzinomzelllinien. Einen ähnlichen Effekt auf  die L1CAM-Aktivierung hatte die In-
hibition der REST-Expression in den EK-Zellen. Basierend auf  den beschriebenen Interaktionen zwischen 
REST und HDACs lässt sich ein Zusammenhang zwischen beiden Effekten herstellen. Es ist denkbar, 
dass die epigenetischen Effekte der Histonmodifi zierung REST-vermittelt sind und durch eine Interaktion 
zwischen REST mit dem RE-1-Bindemotiv im L1CAM-Promoter bestimmt werden. Die einzelnen Co-
Faktoren sind essentiell für die Repressorfunktion von REST. Demnach ist der Expressionslevel von REST 
nicht unbedingt ausschlaggebend für die Repression der neuronalen Zielgene. Für eine Identifi kation der an 
der L1CAM-Regulation beteiligten Co-Faktoren sind weitere Experimente notwendig.
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4. Regulation von L1CAM durch DNA-Methylierung
Eine der ersten epigenetischen Änderung, die bei humanen Tumoren entdeckt wurde, war die verminder-
te DNA-Methylierung im Vergleich zu dem entsprechenden gesunden Gewebe (Feinberg et al., 1983). Es 
wird vermutet, dass in der Konsequenz die globale DNA-Hypomethylierung über drei Mechanismen zu der 
Tumorprogression beiträgt: Entstehung chromosomaler Instabilität, die Reaktivierung von Transposonele-
menten und der Verlust der genomischen Prägung (Imprinting) (Esteller, 2008). 
Eine verminderte DNA-Methylierung und eine Änderung der genomischen Prägung induziert eine Ex-
pression von Genen, welche unter normalen Bedingungen in dem betroffenen Gewebe stark reguliert ist. 
So ist die Ursache für eine Expression von IGF2 (Insulin-Wachstumsfaktor, insulin growth factor 2) in Kolon-
karzinomen eine verminderte DNA-Methylierung und der damit verbundene Verlust der genomischen Prä-
gung (Cui et al., 2003; Kaneda et al., 2005). Die Expression von Testis spezifi schen Genen, beispielsweise 
CT-X-Genen, ist auch auf  eine Hypomethylierung zurück zu führen. Bei diesen Genen kommt es zu einer 
Demethylierung der CpGs im Promoterbereich und einer zunehmenden Expression in somatischen Zellen 
(Feinberg, 2004). Zwei weitere Beispiele für dieses Ereignis sind die Regulation des Pax2-Gens und die Ak-
tivierung des let-7a-3 miRNA-Gens in Endometrium- bzw. Kolonkarzinomen (Wu et al., 2005; Brueckner 
et al., 2007). Einen Zusammenhang zwischen der Promotermethylierung und der Genaktivierung wurde 
auch für L1CAM beschrieben. In Kolonkarzinomen war die Hypomethylierung des Promoters mit einer 
erhöhten L1CAM-Expression assoziiert (Kato et al., 2009).
In Endometriumkarzinomen wurde der Aspekt der Epigenetik und deren Einfl uss auf  die L1CAM-
Expression bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht untersucht. Es wird allerdings vermutet, dass die epige-
netische Regulation auch die Tumorprogression bei Endometriumkarzinomen beeinfl usst. Die Ergebnisse 
einer Analyse des globalen Methylierungsmusters offenbarten einen Anstieg der Promotermethylierung bei 
24 Tumorsuppressorgenen mit zunehmender Progression vom normalen Endometrium bis zur komplexen 
Hyperplasie (Nieminen et al., 2009). Dementsprechend wurde in Endometriumkarzinomen vermehrt die 
epigenetische Inaktivierung der Promoteren von Tumorsuppressorgenen festgestellt. Epigenetische Verän-
derungen scheinen in Endometriumkarzinomen weit häufi ger die Ursache für anormale Genexpressionen 
zu sein als genetische Veränderungen (Campan et al., 2006.; Sasakai et al., 2003; Kang et al., 2006). Eine ge-
steigerte Hypermethylierung wurde unter anderem in den Promoterbereichen der Gene APC, E-cadherin, 
PTEN und RASSF1A nachgewiesen (Salvesen at al., 2001; Campan et al., 2006; Sasakei et al., 2003; Kang 
et al., 2006). Diese Ergebnisse unterstrichen die zentrale Rolle der DNA-Methylierung bei der Progression 
von Endometriumkarzinomen. Allerdings belegen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass L1CAM im Gegen-
satz zu den Tumorsuppressorgenen in Folge einer Hypomethylierung hochreguliert wird. Hier konnte die 
Arbeitsgruppe um Zhou und Kollegen jedoch belegen, dass es im Vergleich zum Normalgewebe vorallem 
in Typ-II-EK zu einem verminderten Expression von DNMT1 und DNMT3b kommt (Zhou et al 2007; 
Xiong et al., 2005). Der Verlust von den DNMTs würde demnach zu einer Hypomethylierung der chro-
mosomalen DNA führen. Die Effekte einer globalen Hypomethylierung durch eine verminderte DNMT1-
Aktivität wurden bereits bei Mäusen und im humanen Gewebe untersucht. So kommt es auf  Grund der 
Demethylierung zu einer zunehmenden genomischen Instabilität, Aneuploidie und Gendeletion (Hamilton 
et al., 2011). Diese genetischen Defekte treten ebenfalls verstärkt bei Typ-II-EK auf, welche wiederum 
positiv für L1CAM sind (Sivridis et al., 2011, Fogel et al., 2003b). Es ist demnach durchaus anzunehmen, 
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dass eine globale Hypomethylierung im EK auch im Bereich des L1CAM-Promoters erfolgt und so eine 
L1CAM-Expression ermöglicht.
Die Daten dieser Arbeit zeigen demnach, dass die Inhibition der DNA-Methyltransferasen (DNMT) 
durch 5‘-Azacytidin eine Hypomethylierung des L1CAM-Promoters induziert und es zu einerZunahme der 
L1CAM-Expression in L1CAM-negativen Zellen kommt (s. Abb. D 29, D 22-D 24). In drei der vier ana-
lysierten Zelllinien resultiert die 5‘-AzaC-Behandlung in einer Reduktion der DNA-Methylierung (s. Abb. 
D 29). Bei den Zelllinien EN1, ECC1 und MFE296 kam es zu einer Reduktion der Methylierung um ca. 
70 % im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Einzig die Zelllinie Hec1A zeigte keine Effekte nach der 
5‘-AzaC-Behandlung und der Methylierungslevel blieb konstant (s. Abb. D 29). Interessanterweise konnte 
in der Zelllinie auch keine Induktion der L1CAM- oder CT-X-Gen-Expression durch 5‘-AzaC detektiert 
werden. Die Zelllinie Hec1A ist demnach resistent gegen 5‘-AzaC und das ursprüngliche Methylierungs-
muster bleibt erhalten. Im Gegensatz dazu reagierten die übrigen Zelllinien nach der Behandlung mit einer 
Aktivierung des L1CAM-Gens. Ein Vergleich der Promotermethylierung zeigte bei den drei sensitiven Zel-
len eine klare Reduktion nach 5‘-AzaC-Behandlung (s. Abb. D29). Diese Ergebnisse belegen eindeutig, dass 
eine Hypomethylierung des Promoters zu einer Erhöhung der L1CAM-Expression führt. Ein Knockdown 
der DNMT1 in Hec1A-Zellen führte schließlich zu einer Induktion der L1CAM-Expression. Hierdurch 
wird deutlich, dass die Promotermethylierung auch in Hec1A-Zellen zur Regulation von L1CAM beiträgt. 
Eine weitere Bestätigung für den Einfl uss der Methylierung ist die statistische Auswertung der untersuchten 
CpGs innerhalb des L1CAM-Promoters bei sechs EK-Zelllinien. Es zeigt sich, dass die L1CAM exprimie-
renden Zelllinien Hec1B und SPAC1L im distalen Promoter ein geringeres Methylierungslevel besitzen als 
die L1CAM-negativen Zelllinien. Einen deutlichen Unterschied im Methylierungsprofi l gibt es bei den ers-
ten 14 CpGs der CpG-Insel 1 (s. Abb. D32 u. Tab. D2). Die Analyse des Methylierungsmusters von Tumor-
proben gab dagegen keinen Aufschluss über den Zusammenhang von Promotermethylierung und L1CAM-
Expression (s. Abb. D33). In diesem Experiment wurde das Methylierungsmuster von L1CAM-positiven 
und -negativen Tumorarealen verglichen. Die Analyse ergab ein durchaus kontrovereses Ergebniss. Denn 
während in drei Tumoren wie erwartet in den L1CAM defi zienten Arealen eine höhere Methylierung detek-
tiert wurde, war in drei weiteren Tumoren im L1CAM exprierenden Gewebe die Methylierung stärker. Die 
Unterschiede im Methylierungslevel der Proben waren im Allgemeinen jedoch relativ gering und der Grad 
der Methylierung in fünf  der sechs Probe ausgesprochen niedrig. Das deutet darauf  hin, dass im gesamten 
Tumorgewebe ein niedriges Methylierungsniveau vorliegt und zur Expression von L1CAM noch weitere 
Faktoren notwendig sind.
In einer Arbeit von Raynal und Kollegen konnte gezeigt werden, dass es trotz DNA-Methylierung zu 
einer Genexpression über einen kurzen Zeitraum kommt (Raynal et al., 2012). Der gezeigten temporären 
Effekte beruhten auf  einer Änderung der Histonmodifi zierung und war zu jeder Zeit reversibel. Im Ver-
lauf  dieser Arbeit wurde deutlich, dass L1CAM ebenfalls durch eine Änderung der Histonmodifi kationen 
reguliert wird und so die erhöhte Expression von L1CAM in der Tumorprobe fünf  erklärt werden kann. 
Die DNA-Methylierung resultiert nach Rajnal und Kollegen dagegen vielmehr in einer permanenten epi-
genetischen Reprogrammierung und ist ein molekularer Marker für die langzeitige Genregulation (Raynal 
et al., 2012). Das Methylierungsmuster bleibt somit über mehrere Zellgenerationen erhalten und kann sich 
manifestieren (Rajnal et al., 2012, Cedar et al., 2009). Dieser Mechanismus ist eine mögliche Erklärung für 
das gleiche Methylierungsmuster innerhalb der untersuchten Tumore. Der Unterschied in der L1CAM-
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Expression ist somit auch ein Hinweis für die Beteiligung weiterer Faktoren bei der L1CAM-Regulation 
und die schwache Methylierung ist die Grundlage für die Induktion der Expression. Ein Vergleich der 
L1CAM-Promotermethylierung von gesundem Endometriumgewebe und Tumorgewebe könnte mögliche 
Differenzen im Methylierungsmuster demnach besser erklären. 
Aus den Analysen der Bisulfi tsequenzierung ging hervor, dass die L1CAM exprimierenden Zellen Hec1B 
und SPAC1L nur in geringem Maße eine Methylierung des L1CAM-Promoters aufweisen. Eine Behandlung 
der Zellen mit 5‘-AzaC diente als Kontrolle und sollte zeigen, inwiefern es zu einer Änderung der L1CAM-
Expression kommt. In L1CAM positiven Kolonkarzinomen wurden nach der DNMT-Inhibitorbehandlung 
keine geänderten Expressionslevel festgestellt (Kato et al., 2009). Auf  Grund der Promotermethylierung 
wurde ein ähnliches Ergebnis für Hec1B und SPAC1L-Zellen erwartet. Überraschenderweise kam es bei 
den EK-Zelllinien aber zu einer drastischen Reduktion der L1CAM-Expression. Sowohl auf  Protein- als 
auch auf  mRNA-Ebene konnte ein deutlicher Effekt beobachtet werden (s. Abb. D33 und D34). 
Allerdings interkaliert 5‘-AzaC bei höheren Konzentrationen neben genomischer DNA auch in mRNA 
oder beeinfl usst die Methylierung von tRNAs (Lu und Randerath, 1980; Lee und Karon, 1980; Cihak et al., 
1978). Die Interkalation in RNA resultiert in einer Beeinfl ussung der Proteinbiosynthese und wirkt zyto-
toxisch. Eine Destabilisierung der mRNA würde demnach auch zu einer Reduktion der L1CAM-mRNA 
führen. Durch die Behandlung mit Decitabin und den Knockdown der DNMT1 mRNA konnte jedoch 
gezeigt werden, dass die Effekte allein auf  die globale Hypomethylierung zurück zu führen sind. Im Gegen-
satz zu 5‘-AzaC wird Decitabin zu fast 100 % in genomische DNA integriert und führt somit ausschließlich 
zu einer Inhibition der DNA-Methyltransferasen (Christman et al., 2002). Dementsprechend bewirkt eine 
Decitabin-vermittelte Blockierung der DNMT-Funktion eine Hypomethylierung und somit eine Repression 
von L1CAM (s. Abb. D39 und D40). Der durchgeführte Knockdown der DNMT1 ist ein weiterer Beleg für 
den Einfl uss eines geänderten Methylierungsmusters auf  die L1CAM-Expression.
Diese Ergebnisse ergänzen die Resultate der 5‘-AzaC-Behandlung und bestätigen den Zusammenhang 
zwischen globaler Hypomethylierung und L1CAM-Repression. Ein deutlicher Hinweis für eine zunehmen-
de Demethylierung ist die Aktivierung der epigenetisch regulierten CT-X-Gene (s. Abb. D36). Bereits bei 
geringer Konzentration von 5‘-AzaC ist eine Hochregulation der CT-X-Gene als Folge einer verminderten 
DNA-Methylierung detektierbar (s. Abb. D38). Die Repression von L1CAM ist ebenfalls bei geringen Kon-
zentrationen nachweisbar und nimmt bei steigenden Konzentrationen zu. Der Effekt der verminderten 
L1CAM-Expression durch zunehmende Hypomethylierung lässt sich allerdings nicht mit einem geänder-
ten Expressionslevel der Transkriptions-faktoren REST, Slug oder β-catenin in Verbindung bringen. Die 
mRNA-Level der drei Moleküle änderten sich in Hec1B- und SPAC1L-Zellen nur marginal und blieben wei-
testgehend stabil. Zumindest für REST wurde bereits eine Regulation durch Promotermethylierung in Small 
Cell Lung Cancer (SCLC)-Zelllinien beschrieben (Kreisler et al., 2010). Bei REST-defi zienten SCLC-Zellen 
wurde eine erhöhte Promotermethylierung festgestellt und die Expression konnte durch 5‘-AzaC aktiviert 
werden. Die hier untersuchten EK-Zellen exprimieren REST und dessen Expression blieb durch die Be-
handlung unverändert. Das nach der 5‘-AzaC-Behandlung konstante Level der drei Transkriptionsfaktoren 
lässt demnach auf  einen weiteren Mechanismus bei der L1CAM-Regulation schließen. Durch die induzierte 
Hypomethylierung kommt es zu einer indirekten Repression der L1CAM-Expression. Eine potentieller Me-
chanismus könnte die Aktivierung eines weiteren Repressormoleküls sein oder eine post-transkriptionelle 
Regulation der L1CAM-Expression.
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5. Post-transkriptionelle Regulation von L1CAM durch mi34a
Ein potentieller Mechanismus der post-transkriptionellen Regulation ist die RNA-Interferenz durch 
MicroRNAs (miRNAs). Eine epigenetische Regulation wurde bereits für verschiedene miRNA-Spezies 
beschrieben und eine Veränderung des Methylierungsmusters führt zu einer Beeinfl ussung der miRNA-
Expression (Lopez-Serra et al., 2012). MicroRNAs (miRNAs) sind eine Spezies kurzer nicht-kodierender 
RNAs aus ca. 22 Nukleotiden und es wird vermutet, dass mehr als 60 % der proteinkodierenden Gene 
durch miRNAs reguliert werden (Friedman et al., 2009). Das genomische Transkript einer miRNA, die pri-
miRNA, ist wesentlich länger als die reife miRNA und besitzt wie mRNA einen poly-A-Teil. Die Prozes-
sierung der pri-miRNA erfolgt durch das Enzym Drosha und DGCR8 und es kommt zur Bildung einer ca. 
70 nt langen pre-miRNA (Gregory et al., 2004). Durch das Kerntransport-Protein Exportin-5 (XPO5) wird 
die pre-miRNA aus dem Kern in das Zytoplasma transportiert und es erfolgt eine weitere Prozessierung 
durch das Ribonuklease-III-Protein Dicer in einem Komplex mit TRBP (Yi et al., 2003; Hutvagner et al., 
2001). In diesem Schritt wird die funktionelle 22 nt lange miRNA gebildet und durch die weitere Bindung 
eines Proteins der Argonauten-Proteine (Ago) entsteht der RNA-induced-silencing-complex (RISC) (Liu et al., 
2004). Dabei wirkt das Ago-Protein als katalytische Untereinheit. Das Zielgen des Komplexes wird durch 
die miRNA defi niert und die Bindung von RISC erfolgt in den meisten Fällen im 3‘-UTR Bereich der Ziel-
mRNA. Allerdings ist die Sequenz der miRNA nicht vollständig komplementär zur mRNA-Sequenz und 
eine nur 2-8 nt große Kernsequenz der miRNA ist essentiell für die Interaktion (Lai et al.,2002; Lewis et 
al., 2003). Innerhalb der 3’-UTR von L1CAM konnten durch eine in silico-Bindeanalyse zahlreiche potenti-
elle miRNA-Bindemotive identifi ziert werden. Neun von diesen miRNAs zeigten eine erhöhte Expression 
nach 5‘-AzaC-Behandlung. Insgesamt wurden sowohl in Hec1B- als auch in SPAC1L-Zellen 139 mindes-
tens zweifach hochregulierte miRNAs detektiert, von denen wiederum 74 in beiden Zelllinien identifi ziert 
wurden (s. Abb. D43). Der Einfl uss von DNMT-Inhibitoren auf  die miRNA-Expression konnte auch in 
anderen Tumorentitäten gezeigt werden. So führte die Blockierung der DNMTs in Kolonkarzinomzellen, 
NSCLC und Brustkarzinomzellen zu einer veränderten Expression von miRNAs (Heller et al., 2012; Rad-
pour et al., 2012; Yan et al., 2011). Der miRNA-Expressions-Array bestätigte diese Beobachtungen nun 
auch für Endometriumkarzinomzellen. Inwiefern die neun identifi zierten Kandidaten jedoch zur Regulati-
on von L1CAM oder allgemein zur Tumorprogression des Endometriumkarzinoms beitragen, wurde bis zu 
diesem Zeitpunkt noch nicht aufgezeigt. Der Luziferase-Reporter-Assay offenbarte, dass lediglich eine der 
neun Kandidaten-miRNAs zu einer Inhibition der Translation führt. In Anwesenheit der L1CAM-3’UTR 
kommt es bei der Überexpression von miR-34a zu einer 50%-igen Reduktion der Luziferase-Expression. 
Die anderen identifi zierten miRNAs zeigen dagegen keine spezifi schen Effekte auf  die Luziferase-Aktivität. 
Die Analyse des L1CAM-mRNA-Levels nach der Transfektion von Hec1B-Zellen mit exogener miR-34a 
bestätigten die Resultate des Reporterassays (s. Abb. D45 und D46). 
Die miR-34a ist im Allgemeinen als Tumorsuppressor-miRNA bekannt und ist in den p53-Apoptose-Si-
gnalweg involviert. Eine epigenetische Regulation von miR-34a wurde bereits in einigen Arbeiten beschrie-
ben und der Transkriptionsstart des Genlokus (FLJ41150) ist assoziiert mit einer CpG-Insel. In einigen 
Tumorentitäten wie dem Ovarial-, Kolon-, Mamma- oder Pankreaskarzinom konnte eine erhöhte Methy-
lierung dieser CpG-Insel nachgewiesen werden (Vogt et al., 2011, Kozaki et al., 2008). Ob es in Endome-
triumkarzinomen ebenfalls zu einer Fehlregulation der miR-34a kommt, gilt es noch zu klären. Die post-
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transkriptionelle Regulation von L1CAM durch miR-34a wäre demnach ein völlig neuer Mechanismus bei 
der Expressionskontrolle. Für einige miRNAs wurde eine Herabregulation im EK-Gewebe bereits gezeigt 
(Balch et al., 2010). Allerdings befi ndet sich unter den beschriebenen miRNAs keine der hier identifi zierten 
neun Kandidaten, welche innerhalb der L1CAM-3‘-UTR binden.
Neben der DNA-Methylierung wird die Expression von miR-34a auch direkt durch p53 reguliert. Inner-
halb der Promoterregionen konnten mehrere p53-Bindestellen identifi ziert werden. Die miR-34a wird dem-
entsprechend auch bei p53-assoziierten Ereignissen exprimiert, welche zur Zellzykluskontrolle, Induktion 
der Apoptose und Tumorsuppression beitragen (He et al., 2007; Chang et al., 2007). Eine p53 induzierte 
Expression von miR-34a hätte nach den Ergebnissen dieser Arbeit auch Auswirkungen auf  die L1CAM 
Expression. In den Entitäten des Ovarialkarzinoms und des Glioms wurde bereits eine signifi kante Kor-
relation zwischen auftretenden p53-Mutationen und erhöhter L1CAM Expression aufgezeigt (Bondong 
et al., 2011; Tsuzuki et al., 2008). Die Ergebnisse dieser Arbeiten belegen also einen Zusammenhang zwi-
schen p53-Inaktivierung und L1CAM Hochregulation. Welche Rolle miR-34a in diesem Kontext einnimmt, 
muss allerdings noch geklärt werden. In EK-Zelllinien offenbarte die Analyse der endogenen miR-34a-
Expression zumindest eine Abhängigkeit vom p53-Mutationsstatus (s. Tab. D1 und Abb. D46). Lediglich 
bei der EK-Zelllinie ECC1 ohne p53-Mutation konnte eine miR-34a-Expression detektiert werden. Bei den 
übrigen Zelllinien wurde dagegen nur eine sehr schwache miRNA-Expression nachgewiesen. Neben den 
ECC1-Zellen exprimiert auch die OvKa-Zelllinie OVM miR-34a auf  einem höheren Level. Eine Korrelati-
on zwischen L1CAM-Expression und miR-34a-Expression konnte allerdings nicht festgestellt werden. Die 
ECC1- und EN1-Zellen sind beide L1CAM-negativ, unterscheiden sich aber im miR-34a-Expressionslevel. 
Ebenso wie die stark L1CAM exprimierenden Zellen Hec1B und SPAC1L wurde bei EN1-Zellen miR-34a 
nur in äußerst geringem Maße detektiert. Ähnlich verhält es sich bei den untersuchten OvKa-Zelllinien. 
Auch hier gab es keine Korrelation zwischen der Expression von L1CAM und miR-34a. Allerdings ist 
die Anzahl der untersuchten Zelllinien für eine signifi kante Aussage zu gering, zudem können Zelllinien-
bedingte Artefakte nicht völlig ausgeschlossen werden.
Es ist ebenfalls denkbar, dass eine Störung der miRNA-Prozessierung zu einer erhöhten L1CAM-Ex-
pression führt. So wurde mit Hilfe einer Doppel-Knock-out-Maus gezeigt, dass Zellen aus den Fimbrien des 
Eileiters ebenfalls der Ursprung für seröse Ovarialkarzinome sein können (Kim et al., 2012). Neben PTEN 
wurde in diesen Mäusen ebenfalls das RNase-III-Molekül Dicer ausgeschalten. Von den induzierten hoch-
gradig serösen Ovarialkarzinomen ist ebenfalls bekannt, dass diese verstärkt L1CAM exprimieren (Fogel et 
al., 2003a, Fogel et al., 2004). Daraus ergibt sich ein Szenario in dem ein verminderte Dicer-Expression in 
den Zellen der Fimbrien zu einer erhöhten L1CAM-Expression führt, diese Zellen anschließend ins Ovar 
migrieren und dort zu einem Tumor heranwachsen. Ähnliches ist auch beim Endometriumkarzinom denk-
bar.
Die hier beschriebenen Resultate machen jedoch auch deutlich, dass die Regulation von L1CAM auf  
mehreren Ebenen stattfi ndet. Eine zentrale Frage bei der L1CAM-Regulation ist daher, wie die einzelnen 
Mechanismen während der Tumorprogression interagieren. Es ist anzunehmen, dass wenn die transkripti-
onelle und post-transkriptionelle Regulation frühe Ereignisse in der Tumorprogression sind, eine anormale 
Expression durch die DNA-Hypermethylierung innerhalb der L1CAM-Promoterregion blockiert werden 
kann (Kato et al., 2009). Durch eine zunehmende Histonacetylierung und DNA-Hypomethylierung des 
L1CAM-Promoters, assoziiert mit einer progressiven globalen Demethylierung, würde die erhöhte L1CAM-
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Expression als ein spätes Ereignis erfolgen. Der hierarchische Aufbau der Regulationsmechanismen macht 
die epigenetischen Effekte zu den Hauptregulatoren der L1CAM-Expression, in Folge dessen die transkrip-
tionelle Regulation durch β-catenin oder Slug in einem kontextabhängigen Milieu erfolgt.
In diesem Zusammenhang bleibt auch die Funktion des komplexbildenden Repressors REST noch zu 
klären.
6. Die transkriptionelle Regulation von L1CAM in neuronalen Zellen und 
während der Tumorprogression
In mehreren Tumorentitäten wurde bis zum heutigen Zeitpunkt ein erhöhte L1CAM-Expression de-
tektiert (Gavert et al., 2005; Fogel et al., 2003; Boo et al., 2007; Ben et al., 2010). In zahlreichen Fällen kor-
relierte die Expression auch mit einem erhöhten Invasionspotential der Tumorzellen oder Metastasierung 
(Thies et al., 2002; Fogel et al., 2003; Allory et al., 2003). Auch im Endometriumkarzinom wurde L1CAM 
nachgewiesen und wurde dort verstärkt innerhalb der invasiven Front lokalisiert (Huszar et al, 2010).
In einigen Arbeiten wurde ebenfalls die Regulation von L1CAM durch unterschiedliche Signalwege und 
transkriptionelle Mechanismen untersucht. Welche Effekte die einzelnen Mechanismen auf  die L1CAM-
Expression haben, wurde sowohl in neuronalen Zellen als auch in der Tumorprogression untersucht. Ein 
klarer Schwerpunkt liegt dabei auf  der Induktion der L1CAM-Expression durch Zytokine. So identifi zierten 
unterschiedliche Gruppen den Wachstumsfaktor NGF als stimulierendes Molekül der L1CAM-Expression 
in mehreren neuronalen und nicht-neuronalen Zelltypen (Lee et al., 1981; Bock et al., 1985, Seilheimer 
et al., 1987). Andere Zytokine wie INF-γ und TNF-α führen bei dentritischen Zellen zu einer erhöhten 
Expression von L1CAM (Pancook et al., 1997). In Tumorzellen wurde wiederum eine Induktion der Ex-
pression durch Moleküle der TGF-β-Familie wie BMPs oder TGF-β1 nachgewiesen (Pancook et al., 1997). 
Weiterhin zeigten Experimente mit OvKa-Zellen, dass der HGF/c-Met-Signalweg zu einer Hochregulation 
von L1CAM führt. Die induzierenden Effekte von Zytokinen konnten vor allem für TGF-β1 in mehreren 
Arbeiten bestätigt werden (Geismann et al., 2009; Huszar et al., 2010). Es stellte sich heraus, dass speziell 
die L1CAM-Induktion nicht durch Smad-Proteine vermittelt wird sondern eine JNK-Aktivierung erfordert 
(Geismann et al., 2009). Des Weiteren spielt die Hochregulation von Slug durch TGF-β1 eine essentielle 
Rolle bei der Regulation von L1CAM. Sowohl in Pankreaskarzinomzellen als auch in EK-Zellen bindet 
Slug an E-Box-Motive innerhalb der L1CAM-Promoterregion. Zusätzlich korreliert in den EK-Zellen die 
Slug-Expression mit der von L1CAM. β-catenin ist ein weiterer Transkriptionsfaktor mit Einfl uss auf  die 
L1CAM-Expression in Kolonkarzinomzellen. Ähnlich wie im EK ist L1CAM auch bei Kolonkarzinomen 
in der invasiven Front des Tumors detektierbar und ist dort mit β-catenin co-lokalisiert (Gavert et al., 2005). 
Im Zusammenhang mit dem EMT-Prozess ist es möglich, dass ein crosstalk zwischen den Wnt/β-catenin- 
und Slug-Signalwegen zu einer erhöhten L1CAM-Expression führt (Stemmer et al., 2008; Heuberger et al., 
2010). Bei der Regulation von L1CAM in EK-Zellen spielt β-catenin jedoch nur eine untergeordnete Rolle.
Neben der induzierbaren L1CAM-Expression durch Zytokine und die darauf  folgende geänderte Ge-
nexpression, insbesondere von Transkriptionsfaktoren, existieren noch weitere Mechanismen zur Regulati-
on von L1CAM. Ein eher globaler Ansatz ist die Inhibition der L1CAM-Expression durch den Repressor 
REST. Das Protein wird ubiquitär von nicht-neuronalen Zellen exprimiert und blockiert die Transkription 
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von Genen mit einem Repressorelement-1 Bindemotiv (RE-1) im Promoter (Schoenherr et al., 1995, 1996; 
Chen et al., 1998; Bruce et al., 2004; Johnson 2007). Auch in einem Intron des L1CAM-Gens wurde ein 
RE-1 Motiv identifi ziert und in Mausexperimenten bestätigte sich die Repression in nicht-neuronalen Zellen 
durch REST (Kallunki et al., 1997). Die Resultate führten zu der Annahme, dass REST ein Hauptregulator 
von L1CAM während der neuronalen Differenzierung ist. Auch in EK-Zellen konnte die Repressorfunkti-
on von REST nachgewiesen werden. Offen bleibt hingegen die Frage, durch welchen Mechanismus REST 
die L1CAM-Expression beeinfl usst. Denn weder das REST-Expressionslevel noch die subzelluläre Loka-
lisation oder REST4-Expression unterscheidet sich in den EK-Zellen (s. Abb. D14 und D17). Dennoch 
offenbaren die Zellen drastische Abweichungen in der L1CAM-Expression. In diesem Fall ist eventuell 
eine genauere Untersuchung der Interaktionspartner von REST erforderlich, da die Repressorfunktion des 
Komplexes auf  der Rekrutierung von chromatinmodifi zierenden Enzymen beruht. So interagiert REST 
mit Enzymen, welche durch eine Acetylierung oder Methylierung von spezifi schen Histonresten die DNA-
Histon-Interaktion stabilisieren und so die Transkriptionsinitiation erschweren.
Einen ersten Hinweis, dass auch Histonmodifi kationen eine weitere Ebene bei der Regulation von L1CAM 
darstellen, zeigen Experimente mit HDAC-Inhibitoren. In L1CAM negativen EK-Zellen führt die Behand-
lung mit TSA oder Valproinsäure zu einem Anstieg der L1CAM-Expression. Der gleiche Effekt wurde auch 
in Melanomzellen nach der Behandlung mit TSA oder Butyrat beobachtet (Kuwajima et al., 2007). Neben 
der Histonmodifi zierung ist die DNA-Methylierung als zweiter epigenetischer Mechanismus ebenso bei der 
L1CAM-Regulation beteiligt. Die DNA-Methylierung ist ein Maß für die dauerhafte Repression eines Gens 
und das Methylierungsmuster wird über mehrere Zellgenerationen weitergegeben (Cedar et al., 2012; Rajnal 
et al., 2012). In EK-Zellen korreliert die Hypomethylierung des Promoters mit der Expression von L1CAM 
und eine Inhibition der DNMTs mit 5‘-AzaC führt zu einem Anstieg des L1CAM-Levels. Auch in Ko-
lonkarzinomen wurde eine inverse Korrelation zwischen Promotermethylierung und L1CAM-Expression 
festgestellt (Kato et al., 2009). Es ist demnach denkbar, dass die epigenetischen Mechanismen, insbesondere 
die DNA-Methylierung, im Verlauf  der Entwicklung zu einer dauerhaften L1CAM-Repression beitragen 
und einen Hauptregulator darstellt. 
Einen weiteren Mechanismus bei der L1CAM-Regulation stellt die post-transkriptionelle Regulation 
durch miRNAs dar. Der Verlust von L1CAM nach der 5‘-AzaC-Behandlung und der damit assoziierte An-
stieg von diversen miRNAs waren erste Hinweise auf  eine mögliche indirekte Regulation. Mit der miR-34a 
wurde eine hochregulierte miRNA identifi ziert, welche sowohl innerhalb des L1CAM-3’UTR bindet als 
auch zu einer Inhibition der Transkription führt. Für eine genauere Aussage sind allerdings noch weitere 
Untersuchungen nötig. Nichts desto trotz wurde in Magenkarzinomzellen mit der miR-146a eine weitere 
L1CAM mRNA regulierende miRNA identifi ziert (Hou et al., 2012). In unseren Versuchen blieb das Ex-
pressionsniveau dieser miRNA jedoch konstant.
Die Vielzahl der Mechanismen macht deutlich, dass die Kontrolle der L1CAM-Regulation auf  unter-
schiedlichen Ebenen stattfi ndet. So wird in nicht-neuronalen Zellen die Repression von L1CAM wohl durch 
die Aufrechterhaltung der DNA-Methylierung (Cedar et al, 2012, Radyan et al., 2012), die Histonacetylie-
rung und die ubiquitäre Expression von REST gesichert. Die Hypermethylierung wirkt dabei als langzeit-
liche Blockade der L1CAM-Expression, kann jedoch abhängig von Zellkontext und dem Milieu temporär 
kompensiert werden (Radyan et al., 2012). Für eine vollständige Reaktivierung von L1CAM ist die Blockade 
eines einzelnen Mechanismus allerdings nicht ausreichend (Cedar et al., 2012; Lande-Diner et al., 2005). Das 
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zeigt sich auch darin, dass L1CAM-negative EK-Zellen trotz eines sichtbaren Anstiegs der Expression nach 
einer entsprechenden Modifi kation nie das L1CAM-Level der endogen exprimierenden Zellen erreichten. 
Es zeigte sich jedoch, dass die Tumorprogression oft mit einer chromosomalen Instabilität einhergeht, 
welche auch durch eine zunehmende Hypomethylierung veru rsacht wird (Hoffman et al., 2005). Eine sol-
che Deregulation zusammen mit Inaktivierung eines weiteren Repressormechanismus würde allerdings die 
transkriptionelle Regulation von L1CAM ermöglichen und so zur Invasion und Metastasierung beitragen.
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7. Schlussfolgerung
Die vorliegende Arbeit deutet auf  eine mehrschichtige Regulation von L1CAM in der Tumorprogression 
des Endometriumkarzinoms hin. So führt auf  der transkriptionellen Ebene ein extrazellulärer Stimuli zu der 
Aktivierung des TGF-Signalwegs und es kommt in der Folge zu einer Hochregulation von L1CAM. In dem 
Signalweg nimmt der EMT assoziert Transkriptionsfaktor (TF) Slug eine besondere Rolle ein, da dieser auf  
der transkriptionellen Ebene die TGF-β1 induzierte L1CAM-Expression vermittelt.
Des Weiteren hat der in nicht neuronalen Zellen ubiquitär exprimierte Repressor REST einen entschei-
denden Einfl uss auf  die L1CAM-Regulation. Der TF limitiert die Expression von neuronalen Differenzie-
rungsgenen und die Modifi kation des REST-Levels hatte in EK-Zelllinien ebenfalls deutliche Auswirkungen 
auf  das von L1CAM. Über welchen spezifi schen Mechanismus REST die L1CAM-Regulation beeinfl usst 
ist allerdings noch zu klären.
Zusätzlich stellen die epigenetischen Mechanismen der Histon- und DNA-Modifi zierung eine weitere 
Regulationsebene des L1CAM-Gens dar. Sowohl die Inhibition der Histondeacetylasen als auch der DNA-
Methyltransferasen führten zu einem deutlichen Anstieg der der L1CAM-Expression in negativen EK-Zell-
linien. Die Korrelation zwischen der Hypomethylierung des L1CAM-Promoters und dem Expressionslevel 
bestätigen eine Abhängigkeit vom Grad der DNA-Methylierung.
Die Ergebnisse lassen ebenfalls die Schlussfolgerung zu, dass L1CAM durch post-transkriptionelle Me-
chanismen reguliert wird. Insbesondere die miR-34a scheint hier ein möglicher Kandidat zu sein. Die Über-
expression der microRNA inhibierte die Translation von mRNA mit einem L1CAM 3‘-UTR.
Es wird demnach deutlich das unterschiedliche Mechanismen zu der Repression von L1CAM in nicht-
neuronalen beitragen. Die Blockierung eines einzelnen Mechanismus führt möglicherweise nicht umgehend 
zu einer L1CAM-Expression. Allerdings kommt es während der Tumorprogression zu dramatischen ge-
netischen Änderungen, welche eine Deregulation des L1CAM-Gens untestützen würden. Die vorliegende 
Arbeit gibt Einblicke in die Regulation des L1CAM-Gens in EK-Zellen und ermöglicht somit auch Aus-
sagen über die genetischen sowie molekularbiologische Unterschiede bei L1CAM positiven und negativen 
EK-Zellen. Diese Erkenntnisse ermöglichen auf  längerer Sicht wiederum eine gezieltere Behandlung von 
L1CAM positiven Tumoren.
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2. Abkürzungen
A 5‘-AzaC  5-Aza-Cytidine
  AK  Antikörper
  ADAM  eine Disintegrin und Metalloproteinase
  AP-1  activator protein-1
  AP-2   clathrin adaptor Protein complex-2
  
B BMP  bone morphogenic Protein
  BDNF  brain derived neurotrophic factor
  BP  Base pair
  BRCA2  breast Cancer type 2 susceptibility Protein
  BRM/BRG1 siehe SWI/SNF
  
C CAM  cell adhesion molecule
  ChIP  Chromatin immunoprecipitation
  CHL1  close homologue of  L1CAM
  CpG  Cytosine-Guanidin-Dinukleotid
  CRASH  Corpus callossum hypoplasia, mental Retardation, adducted thumbs, 
    spastic parplegia, x-linked hydrocephalus
  CSC  Cancer stem cell
  Ct  cycle time
  CTBP1  C-terminal binding protein 1
D DCTN1 dynactin1
  DMSO  Dimethylsulfoxid
  DNA  deoxyribonucleic ccid
  DNMT  DNA methyltransferase
  dsDNA  double stranded DNA
  DYRK1 dual specifi city tyrosine-(y)-phosphorylation regulated kinase-1A
  
E E47  transcription factor, Tcf3
  EEK  endometriodes Endometriumkarzinom
  EGF  epidermal growth factor
  EGFR  epidermal growth factor receptor
  EK   Endometriumkarzinom
  EMT  Epithelial-Mesenchymal Transition
  ER  oestrogen receptor
  ERK  extracellular signal-regulated kinase
  ERM  ezrin radixin-meosin
  EP1  prostaglandin E receptor 1 (PTGER)
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  EZM  extrazelluläre Matrix
F FACS  fl uorescence activated cell sorting
  FGF  fi broblast growth factor
  FGFR  fi broblast growth factor receptor
  FIGO  International Federation of  Gynecology and Obstretics
  FN  Fibronectin
G GAPDH glyceralaldehyde-3-phosphate dehydrogenase
  GSK-3beta glycogen-synthase kinase-3beta
H HAT  histone acetyltransferase
  HDAC  histon deacetyltransferase
  HGF  hepatocytic growth factor
  HPD  Homeodomänen- und Pairedomänen-Bindestellen
  htt   huntington
  HUVEC  human umbilical vein endothelial cells
  
I  ICD  intracellular domain
  Ig  immunglobiline
  INF  Interferone Gamma
J  JNK  c-Jun N-terminal kinase
  
K kb  kilo Base
  kDa  Kilo Dalton
L L1CAM  L1 cell adhesion molecule
  Lef   lymphoid enhancer factor
  
M mAK  monoklonaler Antikörper
  MAPK  mitogen activated Protein kinase 1
  MASA  mental Retardation, aphasia, shuffl ing gait, and adducted thumbs
  MMP  matrix metalloprotease
  MPSS  massive parallel signature sequencing
  miRNA  microRNA
  mRNA  messanger RNA
  mSin3a  SIN3 transcription Regulator homologe A
  
N NCAM1 neural cell adhesion molecule 1
  NEEC  Non endometroid endometrial Carcinoma
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  NES  nuclear exporting sequence
  NF-1  nuclear factor sequence
  NF1-A  nuclear factor 1 A, transcription factor
  NGF  nerve growth factor
  NOVA2 neural oncological ventral antigen 2
  NP-1  Neuropilin-1
  NRSE  neural restrictive silencer Element
  NRSF  neural restrictive silencer factor
  NSCLC  Non-small cell lung Cancer
P p53  tumor protein 53
  Pax6/8  paired box protein 6/8
  PCR  polymerase chain reaction
  PDAC  pancreatic ductul adenocarcinoma
  PE  phycoerythrin
  PHA  Polyhydroxyalkanoate
  PI(3)K  Phosphoinositid-3-Kinase
  PR  progesterone receptor
  PRA  progesterone receptor Alpha
  PTEN  phosphatase and tensin homolog
  PUMA  p53 up-regulated modulator of  apoptosis, BBC3
  
Q qRT-PCR quantitative Real-time polymerase chain reaction
  
R RD  repressor domain
  RE-1  repressor element 1
  REST  RE1 silencing transcription factor
  RILP  rab interacting lysosomal protein
  RNA  ribonucleic Acid
  RNAi  RNA interference
  RSLE  repressor silencer element
  RTK  receptor tyrosine kinase
  
S  Sema3a  Semaphorin 3a
  SCLC  small cell lung Cancer
  SCG3  secretogranin3
  SIP1  survival of  motor neuron protein interacting 1; ZEB2
  siRNA  small-interfering RNA
  SOX4  sex determinating region Y-box 4
  ssDNA  single-stranded DNA
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T TBP  TATA-binding Protein
  TGF-beta1 transforming growth factor beta 1
  TCF  T-cell factor
  TNF-alpha tumor necrosis factor Alpha
  TF  transcription factor
  TSA  Trichostatin A
  TSS  transcriptional start site
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3. Ergänzendes Material
Ergebnisse miRNA-TaqMan-Array
microRNA P-value fc fc.Hec1B fc.SPAC1L
fold change 
Hec1B
fold change 
SPAC1L
MW
hsa-miR-139-3p-4395424 0,118 -10,029 -8,153 -11,905 284,656 3835,298 1044,863
hsa-miR-129-3p-4373297 0,041 -8,565 -8,006 -9,124 257,019 557,892 378,667
hsa-miR-886-3p-4395305 0,422 -8,026 -14,299 -1,753 20158,365 3,371 260,691
hsa-miR-495-4381078 0,327 -6,958 -3,026 -10,890 8,144 1897,137 124,302
hsa-miR-518e-4395506 0,045 -6,743 -6,261 -7,224 76,711 149,511 107,094
hsa-miR-512-3p-4381034 0,265 -6,623 -3,692 -9,554 12,922 751,859 98,569
hsa-miR-517b-4373244 0,086 -6,128 -5,300 -6,956 39,394 124,153 69,935
hsa-miR-363-4378090 0,206 -6,028 -4,009 -8,047 16,100 264,527 65,259
has-miR-155-4395459 0,259 -5,544 -7,936 -3,153 244,839 8,894 46,666
hsa-miR-892b-002214 0,121 -4,922 -5,867 -3,977 58,379 15,744 30,317
hsa-miR-886-5p-4395304 0,267 -4,732 -6,839 -2,624 114,487 6,164 26,566
hsa-miR-1293-002905 0,454 -4,397 -0,591 -8,203 1,507 294,777 21,074
hsa-miR-519d-4395514 0,200 -4,324 -2,921 -5,728 7,576 52,989 20,036
hsa-miR-132*-002132 0,275 -4,212 -2,270 -6,154 4,823 71,230 18,534
hsa-miR-142-3p-4373136 0,208 -4,189 -2,768 -5,611 6,812 48,860 18,244
hsa-miR-34a*-002316 0,035 -3,691 -3,895 -3,488 14,873 11,217 12,916
hsa-miR-199a-3p-4395415 0,151 -3,677 -2,788 -4,566 6,907 23,681 12,789
hsa-miR-1298-002861 0,060 -3,627 -3,283 -3,970 9,733 15,673 12,351
hsa-miR-148a*-002134 0,611 -3,401 1,447 -8,249 0,367 304,124 10,562
hsa-let-7i*-002172 0,359 -3,367 -5,494 -1,241 45,058 2,364 10,320
hsa-miR-34c-5p-4373036 0,495 -3,356 -0,053 -6,659 1,037 101,022 10,237
hsa-miR-139-5p-4395400 0,031 -3,271 -3,433 -3,110 10,797 8,631 9,654
hsa-miR-1271-002779 0,019 -3,270 -3,369 -3,171 10,335 9,005 9,647
hsa-miR-9*-002231 0,185 -3,240 -2,271 -4,209 4,826 18,493 9,447
hsa-miR-616-4395525 0,162 -3,217 -4,052 -2,381 16,590 5,209 9,297
hsa-miR-584-001624 0,235 -3,172 -1,943 -4,401 3,845 21,125 9,013
hsa-miR-1300-002902 0,385 -3,148 -5,325 -0,971 40,088 1,960 8,864
hsa-miR-517a-4395513 0,217 -2,838 -1,833 -3,842 3,564 14,340 7,149
hsa-miR-137-4373301 0,071 -2,814 -2,498 -3,130 5,649 8,754 7,032
hsa-miR-520c-3p-002400 0,101 -2,776 -2,332 -3,220 5,034 9,316 6,848
hsa-miR-1274B-002884 0,286 -2,763 -4,094 -1,431 17,081 2,696 6,786
hsa-miR-409-3p-002332 0,534 -2,729 0,306 -5,764 0,809 54,349 6,631
hsa-miR-194*-002379 0,419 -2,713 -0,616 -4,811 1,532 28,077 6,559
hsa-miR-941-002183 0,434 -2,677 -4,853 -0,502 28,895 1,416 6,397
hsa-miR-629-001562 0,090 -2,657 -2,277 -3,036 4,848 8,203 6,306
hsa-miR-33a-002135 0,741 -2,621 3,464 -8,706 0,091 417,698 6,153
hsa-miR-589-4395520 0,415 -2,621 -4,622 -0,620 24,618 1,537 6,151
hsa-miR-302a*-002381 0,122 -2,618 -3,125 -2,110 8,727 4,318 6,138
hsa-miR-216b-4395437 0,268 -2,609 -1,440 -3,779 2,713 13,725 6,102
hsa-miR-1226*-002758 0,112 -2,523 -2,074 -2,972 4,210 7,844 5,747
hsa-let-7g*-002118 0,533 -2,502 -5,279 0,274 38,819 0,827 5,666
hsa-miR-27a*-002445 0,060 -2,451 -2,684 -2,218 6,427 4,654 5,469
hsa-miR-518f-4395499 0,390 -2,406 -0,714 -4,099 1,640 17,132 5,300
hsa-miR-629-4395547 0,167 -2,309 -1,690 -2,928 3,226 7,611 4,955
hsa-miR-548b-5p-4395519 0,413 -2,296 -0,555 -4,037 1,469 16,419 4,911
hsa-miR-517c-4373264 0,404 -2,269 -0,597 -3,940 1,512 15,350 4,818
hsa-miR-193a-3p-4395361 0,083 -2,265 -1,969 -2,562 3,914 5,904 4,807
hsa-miR-582-3p-4395510 0,286 -2,252 -3,340 -1,164 10,123 2,241 4,763
hsa-miR-141-4373137 0,132 -2,251 -1,779 -2,724 3,432 6,606 4,762
hsa-miR-1260-002896 0,179 -2,221 -2,862 -1,580 7,271 2,989 4,662
hsa-miR-34b-002102 0,280 -2,195 -1,160 -3,230 2,235 9,385 4,580
hsa-miR-520D-3P-002743 0,404 -2,152 -0,566 -3,738 1,481 13,342 4,445
hsa-miR-23a-4373074 0,124 -2,146 -1,722 -2,571 3,299 5,940 4,427
hsa-miR-513-5p-4395201 0,199 -2,125 -2,813 -1,437 7,026 2,708 4,362
hsa-miR-200c-4395411 0,143 -2,107 -1,625 -2,590 3,084 6,021 4,309
hsa-miR-21*-002438 0,045 -2,072 -2,220 -1,924 4,660 3,795 4,205
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hsa-miR-34a-4395168 0,036 -2,012 -1,897 -2,127 3,724 4,368 4,033
hsa-miR-302b-4378071 0,185 -1,993 -1,395 -2,590 2,630 6,022 3,980
hsa-miR-1201-002781 0,223 -1,990 -2,717 -1,264 6,574 2,401 3,973
hsa-miR-29b-1*-002165 0,154 -1,949 -1,467 -2,431 2,764 5,391 3,860
hsa-miR-720-002895 0,268 -1,934 -2,801 -1,067 6,967 2,095 3,820
hsa-miR-222*-002097 0,043 -1,931 -2,061 -1,801 4,173 3,485 3,813
hsa-miR-20a*-002437 0,083 -1,922 -2,174 -1,670 4,512 3,183 3,790
hsa-miR-27b*-002174 0,533 -1,858 -3,920 0,204 15,136 0,868 3,625
hsa-miR-1183-002841 0,176 -1,850 -1,325 -2,375 2,505 5,187 3,605
hsa-miR-616-001589 0,309 -1,844 -2,816 -0,871 7,044 1,829 3,590
hsa-miR-151-5P-002642 0,328 -1,834 -2,871 -0,797 7,315 1,738 3,565
hsa-let-7f-4373164 0,030 -1,803 -1,890 -1,717 3,706 3,288 3,490
hsa-miR-708-4395452 0,285 -1,793 -0,933 -2,653 1,910 6,290 3,466
hsa-miR-33b-4395196 0,116 -1,769 -1,444 -2,095 2,720 4,273 3,409
hsa-miR-9-4373285 0,505 -1,764 0,026 -3,555 0,982 11,749 3,397
hsa-miR-577-002675 0,055 -1,764 -1,917 -1,611 3,775 3,055 3,396
hsa-miR-29a*-002447 0,023 -1,763 -1,699 -1,826 3,248 3,547 3,394
hsa-miR-367-4373034 0,606 -1,745 0,702 -4,192 0,615 18,273 3,351
hsa-miR-92b*-002343 0,589 -1,742 0,568 -4,051 0,675 16,580 3,345
hsa-miR-545-4395378 0,209 -1,728 -2,316 -1,139 4,979 2,203 3,312
hsa-miR-383-4373018 0,483 -1,727 -3,364 -0,090 10,299 1,064 3,311
hsa-miR-548c-5p-4395540 0,451 -1,727 -0,245 -3,209 1,185 9,244 3,310
hsa-miR-1290-002863 0,084 -1,727 -1,957 -1,497 3,882 2,823 3,310
hsa-miR-1274A-002883 0,133 -1,715 -2,078 -1,352 4,222 2,552 3,283
hsa-miR-17*-002421 0,255 -1,657 -0,955 -2,359 1,939 5,131 3,154
hsa-miR-19a*-002424 0,534 -1,657 0,187 -3,501 0,878 11,320 3,153
hsa-miR-222-4395387 0,144 -1,656 -1,276 -2,035 2,421 4,100 3,150
hsa-miR-29b-4373288 0,016 -1,648 -1,607 -1,689 3,047 3,224 3,134
hsa-miR-942-002187 0,060 -1,644 -1,489 -1,799 2,808 3,480 3,126
rno-miR-29c*-001818 0,316 -1,639 -2,526 -0,752 5,761 1,684 3,115
hsa-miR-573-001615 0,395 -1,639 -2,809 -0,468 7,008 1,384 3,114
hsa-miR-150-4373127 0,242 -1,631 -0,981 -2,281 1,973 4,861 3,097
hsa-miR-576-3p-4395462 0,081 -1,629 -1,837 -1,421 3,573 2,678 3,093
hsa-miR-661-001606 0,520 -1,629 -3,365 0,107 10,304 0,928 3,093
hsa-miR-10b*-002315 0,368 -1,595 -2,635 -0,554 6,213 1,468 3,020
hsa-miR-939-002182 0,255 -1,541 -2,195 -0,888 4,579 1,850 2,910
hsa-miR-122-4395356 0,519 -1,520 -3,136 0,096 8,789 0,936 2,868
hsa-miR-1244-002791 0,128 -1,515 -1,206 -1,823 2,307 3,538 2,857
hsa-miR-627-4380967 0,016 -1,504 -1,542 -1,466 2,912 2,763 2,836
hsa-miR-1233-002768 0,256 -1,498 -2,137 -0,860 4,397 1,815 2,825
hsa-miR-548d-3p-4381008 0,261 -1,485 -0,840 -2,129 1,790 4,375 2,798
hsa-miR-579-4395509 0,038 -1,479 -1,568 -1,389 2,965 2,620 2,787
hsa-miR-335*-002185 0,266 -1,448 -0,805 -2,091 1,747 4,260 2,728
hsa-miR-146a-4373132 0,584 -1,437 0,441 -3,314 0,737 9,942 2,707
hsa-miR-29b-2*-002166 0,029 -1,435 -1,500 -1,370 2,829 2,585 2,704
hsa-miR-193a-5p-4395392 0,213 -1,432 -0,936 -1,929 1,913 3,809 2,699
hsa-miR-1254-002818 0,171 -1,415 -1,805 -1,025 3,494 2,036 2,667
hsa-let-7a*-002307 0,531 -1,408 -2,961 0,146 7,787 0,904 2,653
hsa-miR-519a-4395526 0,436 -1,403 -0,255 -2,551 1,194 5,862 2,645
hsa-miR-572-001614 0,075 -1,401 -1,236 -1,566 2,356 2,960 2,641
hsa-miR-25*-002442 0,692 -1,400 1,268 -4,068 0,415 16,770 2,639
hsa-miR-638-001582 0,453 -1,398 -2,603 -0,193 6,075 1,143 2,635
hsa-miR-770-5p-002002 0,429 -1,382 -2,486 -0,277 5,604 1,212 2,606
hsa-miR-192*-002272 0,044 -1,379 -1,283 -1,475 2,433 2,779 2,600
hsa-miR-519b-3p-002384 0,260 -1,378 -0,782 -1,975 1,719 3,931 2,600
dme-miR-7-000268 0,506 -1,375 0,024 -2,774 0,983 6,838 2,593
hsa-miR-1285-002822 0,150 -1,360 -1,034 -1,686 2,048 3,219 2,568
hsa-miR-625-4395542 0,017 -1,360 -1,323 -1,398 2,502 2,634 2,567
hsa-miR-146b-5p-4373178 0,296 -1,334 -0,666 -2,003 1,587 4,008 2,522
hsa-miR-18a*-002423 0,020 -1,300 -1,341 -1,260 2,533 2,395 2,463
hsa-miR-590-3P-002677 0,405 -1,288 -2,238 -0,338 4,719 1,264 2,442
hsa-miR-203-4373095 0,314 -1,275 -0,590 -1,960 1,506 3,891 2,420
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hsa-miR-29a-4395223 0,024 -1,259 -1,212 -1,306 2,316 2,473 2,393
hsa-miR-19b-1*-002425 0,099 -1,213 -1,402 -1,023 2,643 2,032 2,317
hsa-miR-1275-002840 0,437 -1,170 -0,211 -2,130 1,158 4,376 2,251
hsa-miR-24-2*-002441 0,276 -1,165 -1,705 -0,625 3,260 1,542 2,242
hsa-miR-625*-002432 0,064 -1,159 -1,043 -1,275 2,061 2,421 2,233
hsa-miR-1291-002838 0,457 -1,147 -2,148 -0,146 4,432 1,107 2,215
hsa-miR-1276-002843 0,476 -1,140 -0,082 -2,198 1,058 4,588 2,204
hsa-miR-125a-3p-4395310 0,115 -1,133 -1,340 -0,925 2,532 1,899 2,193
hsa-miR-545*-002266 0,543 -1,124 -2,410 0,162 5,316 0,894 2,180
hsa-miR-148b*-002160 0,013 -1,114 -1,092 -1,136 2,131 2,198 2,164
hsa-miR-152-4395170 0,053 -1,094 -1,186 -1,002 2,275 2,003 2,135
hsa-miR-200a-4378069 0,241 -1,060 -0,639 -1,481 1,557 2,792 2,085
hsa-miR-126-4395339 0,281 -1,052 -1,550 -0,554 2,927 1,469 2,073
hsa-miR-597-4380960 0,123 -1,046 -0,841 -1,251 1,791 2,380 2,065
hsa-miR-651-4381007 0,099 -1,038 -1,200 -0,875 2,298 1,833 2,053
hsa-miR-151-3p-002254 0,349 -1,034 -1,665 -0,402 3,172 1,321 2,047
hsa-miR-135b*-002159 0,483 -1,016 -0,053 -1,980 1,038 3,944 2,023
hsa-miR-145*-002149 0,816 -1,007 -4,402 2,388 21,138 0,191 2,010
hsa-miR-21-4373090 0,047 -1,003 -1,077 -0,928 2,110 1,903 2,004
hsa-miR-26a-2*-002115 0,481 -0,995 -1,930 -0,059 3,811 1,042 1,993
hsa-miR-19a-4373099 0,218 -0,989 -0,637 -1,341 1,555 2,534 1,985
hsa-miR-200b-4395362 0,365 -0,970 -0,343 -1,598 1,268 3,028 1,960
hsa-miR-340*-002259 0,509 -0,968 -1,964 0,028 3,901 0,981 1,956
hsa-miR-22-4373079 0,339 -0,966 -1,534 -0,397 2,896 1,317 1,953
hsa-miR-29c-4395171 0,152 -0,956 -1,189 -0,722 2,280 1,650 1,939
hsa-miR-212-4373087 0,378 -0,946 -0,308 -1,584 1,238 2,998 1,926
hsa-miR-26a-1*-002443 0,362 -0,941 -1,543 -0,339 2,914 1,265 1,920
hsa-miR-652-4395463 0,205 -0,938 -0,625 -1,250 1,543 2,379 1,916
hsa-miR-92a-4395169 0,248 -0,937 -0,553 -1,322 1,467 2,499 1,915
hsa-miR-330-5p-4395341 0,117 -0,933 -1,107 -0,759 2,154 1,693 1,909
hsa-miR-642-4380995 0,698 -0,923 0,873 -2,720 0,546 6,587 1,896
hsa-miR-376a-4373026 0,009 -0,922 -0,935 -0,908 1,912 1,877 1,894
hsa-miR-33a*-002136 0,120 -0,920 -1,096 -0,744 2,138 1,675 1,892
hsa-miR-1255B-002801 0,557 -0,911 -2,003 0,181 4,008 0,882 1,881
hsa-miR-1267-002885 0,394 -0,909 -0,261 -1,557 1,198 2,943 1,878
hsa-miR-888-4395323 0,258 -0,904 -1,292 -0,516 2,448 1,430 1,871
hsa-miR-30c-1*-002108 0,626 -0,899 0,451 -2,249 0,731 4,754 1,865
hsa-miR-140-3p-4395345 0,057 -0,872 -0,950 -0,793 1,932 1,733 1,830
hsa-miR-30d*-002305 0,156 -0,863 -1,078 -0,647 2,112 1,566 1,819
hsa-miR-28-3p-4395557 0,252 -0,860 -0,502 -1,219 1,416 2,328 1,816
hsa-miR-16-1*-002420 0,019 -0,859 -0,833 -0,885 1,781 1,847 1,814
RNU44-001094 0,427 -0,849 -1,524 -0,174 2,875 1,129 1,801
hsa-miR-523-4395497 0,664 -0,840 -2,281 0,600 4,860 0,660 1,790
hsa-miR-20a-4373286 0,093 -0,836 -0,713 -0,959 1,639 1,944 1,785
hsa-miR-424-4373201 0,087 -0,829 -0,944 -0,715 1,924 1,641 1,777
hsa-miR-671-3p-4395433 0,396 -0,828 -0,234 -1,423 1,176 2,681 1,775
hsa-miR-223-4395406 0,394 -0,818 -1,399 -0,236 2,638 1,178 1,763
hsa-miR-296-5p-4373066 0,017 -0,802 -0,781 -0,823 1,719 1,770 1,744
hsa-let-7b*-002404 0,764 -0,787 1,241 -2,814 0,423 7,033 1,725
hsa-miR-10b-4395329 0,208 -0,778 -1,042 -0,515 2,059 1,429 1,715
hsa-miR-323-3p-4395338 0,671 -0,773 0,585 -2,131 0,666 4,381 1,709
hsa-miR-301b-4395503 0,369 -0,770 -0,265 -1,275 1,202 2,420 1,705
hsa-miR-19b-4373098 0,311 -0,765 -0,359 -1,171 1,282 2,251 1,699
hsa-miR-192-4373108 0,267 -0,764 -0,424 -1,104 1,341 2,149 1,698
hsa-miR-624-001557 0,208 -0,760 -1,018 -0,502 2,026 1,417 1,694
hsa-miR-185-4395382 0,213 -0,749 -0,489 -1,010 1,404 2,013 1,681
hsa-miR-146b-3p-4395472 0,198 -0,746 -0,986 -0,507 1,980 1,421 1,678
hsa-miR-27a-4373287 0,389 -0,736 -0,22 -1,252 1,165 2,382 1,666
hsa-miR-132-4373143 0,197 -0,736 -0,500 -0,971 1,415 1,960 1,665
hsa-miR-20b-4373263 0,176 -0,721 -0,517 -0,925 1,431 1,899 1,648
hsa-miR-16-4373121 0,106 -0,689 -0,573 -0,806 1,488 1,748 1,613
RNU44-4373384 0,199 -0,687 -0,908 -0,465 1,877 1,380 1,610
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hsa-miR-196b-4395326 0,264 -0,682 -0,982 -0,381 1,976 1,302 1,604
hsa-miR-590-5p-4395176 0,368 -0,679 -0,236 -1,122 1,177 2,176 1,601
hsa-miR-195-4373105 0,174 -0,674 -0,485 -0,862 1,400 1,818 1,595
hsa-miR-494-4395476 0,180 -0,665 -0,858 -0,471 1,813 1,386 1,585
hsa-miR-106a-4395280 0,226 -0,658 -0,414 -0,902 1,332 1,869 1,578
hsa-miR-455-5p-4378098 0,070 -0,653 -0,725 -0,582 1,653 1,497 1,573
hsa-miR-422a-4395408 0,655 -0,650 0,428 -1,728 0,743 3,313 1,569
hsa-miR-140-5p-4373374 0,317 -0,647 -0,999 -0,296 1,998 1,227 1,566
hsa-miR-221-4373077 0,318 -0,635 -0,288 -0,981 1,221 1,974 1,553
hsa-miR-106b-4373155 0,232 -0,631 -0,391 -0,872 1,311 1,830 1,549
hsa-miR-194-4373106 0,597 -0,626 0,228 -1,480 0,854 2,790 1,543
hsa-miR-335-4373045 0,402 -0,610 -0,164 -1,056 1,120 2,079 1,526
hsa-miR-378-002243 0,615 -0,607 0,270 -1,484 0,829 2,798 1,523
hsa-miR-424*-002309 0,531 -0,578 0,060 -1,217 0,959 2,324 1,493
hsa-miR-17-4395419 0,400 -0,577 -0,158 -0,995 1,116 1,993 1,491
hsa-miR-186-4395396 0,030 -0,575 -0,548 -0,602 1,462 1,518 1,490
hsa-miR-125a-5p-4395309 0,095 -0,569 -0,484 -0,655 1,399 1,574 1,484
hsa-miR-32-4395220 0,091 -0,552 -0,473 -0,631 1,388 1,549 1,466
hsa-miR-133b-4395358 0,741 -0,549 -1,821 0,724 3,534 0,606 1,463
hsa-miR-181a-4373117 0,207 -0,545 -0,729 -0,361 1,657 1,284 1,459
hsa-miR-885-5p-4395407 0,532 -0,540 -1,135 0,056 2,197 0,962 1,453
hsa-miR-570-4395458 0,423 -0,535 -0,953 -0,116 1,936 1,084 1,448
RNU48-4373383 0,202 -0,534 -0,359 -0,710 1,282 1,635 1,448
hsa-miR-1227-002769 0,276 -0,534 -0,287 -0,780 1,220 1,718 1,448
hsa-miR-454-4395434 0,050 -0,531 -0,489 -0,573 1,403 1,487 1,445
hsa-miR-485-3p-4378095 0,306 -0,525 -0,252 -0,799 1,191 1,740 1,439
hsa-miR-99b*-002196 0,487 -0,525 -1,029 -0,021 2,041 1,015 1,439
hsa-miR-219-1-3p-4395206 0,694 -0,524 0,480 -1,528 0,717 2,884 1,438
hsa-miR-130b-4373144 0,347 -0,506 -0,199 -0,813 1,148 1,756 1,420
hsa-miR-101-4395364 0,077 -0,505 -0,567 -0,444 1,481 1,361 1,420
hsa-miR-522-4395524 0,633 -0,504 0,270 -1,278 0,829 2,426 1,418
hsa-miR-636-4395199 0,652 -0,497 -1,313 0,319 2,485 0,802 1,411
RNU48-001006 0,177 -0,495 -0,636 -0,353 1,554 1,278 1,409
hsa-miR-596-001550 0,954 -0,490 -7,221 6,241 149,166 0,013 1,405
hsa-miR-505-4395200 0,083 -0,485 -0,549 -0,421 1,463 1,339 1,399
hsa-miR-28-5p-4373067 0,426 -0,481 -0,101 -0,860 1,072 1,816 1,395
hsa-miR-429-4373203 0,628 -0,471 0,241 -1,183 0,846 2,271 1,386
hsa-miR-25-4373071 0,346 -0,470 -0,186 -0,753 1,138 1,685 1,385
hsa-miR-181a-2*-002317 0,506 -0,469 0,009 -0,947 0,994 1,927 1,384
hsa-miR-374a-4373028 0,211 -0,465 -0,306 -0,625 1,236 1,542 1,381
hsa-miR-31*-002113 0,765 -0,461 -1,651 0,729 3,141 0,603 1,377
hsa-miR-22*-002301 0,563 -0,457 -1,016 0,101 2,022 0,932 1,373
hsa-miR-505*-002087 0,180 -0,452 -0,583 -0,321 1,498 1,249 1,368
hsa-miR-148b-4373129 0,062 -0,450 -0,406 -0,494 1,325 1,408 1,366
hsa-miR-664-002897 0,452 -0,438 -0,815 -0,061 1,760 1,043 1,355
hsa-miR-93-4373302 0,087 -0,425 -0,367 -0,484 1,289 1,398 1,343
hsa-miR-339-3p-4395295 0,318 -0,416 -0,643 -0,189 1,561 1,140 1,334
MammU6-4395470 0,418 -0,410 -0,094 -0,726 1,067 1,654 1,329
MammU6-4395470 0,429 -0,407 -0,082 -0,733 1,058 1,662 1,326
MammU6-4395470 0,046 -0,385 -0,357 -0,413 1,280 1,331 1,306
hsa-miR-548d-5p-4395348 0,065 -0,384 -0,345 -0,423 1,270 1,341 1,305
hsa-miR-1248-002870 0,599 -0,370 0,138 -0,878 0,909 1,838 1,292
hsa-miR-423-5p-4395451 0,326 -0,358 -0,560 -0,157 1,474 1,115 1,282
hsa-miR-1301-002827 0,501 -0,355 0,002 -0,711 0,999 1,637 1,279
hsa-miR-130a-4373145 0,190 -0,353 -0,462 -0,245 1,377 1,185 1,277
hsa-miR-301a-4373064 0,414 -0,334 -0,080 -0,587 1,057 1,502 1,260
MammU6-4395470 0,472 -0,332 -0,028 -0,635 1,020 1,553 1,259
hsa-miR-190-4373110 0,137 -0,330 -0,258 -0,402 1,196 1,321 1,257
hsa-miR-191-4395410 0,285 -0,330 -0,172 -0,488 1,126 1,402 1,257
hsa-miR-331-3p-4373046 0,295 -0,328 -0,164 -0,492 1,120 1,406 1,255
hsa-miR-18b-4395328 0,668 -0,327 0,242 -0,897 0,845 1,862 1,255
hsa-let-7g-4395393 0,287 -0,320 -0,165 -0,475 1,121 1,390 1,248
Anhang
153
microRNA P-value fc fc.Hec1B fc.SPAC1L
fold change 
Hec1B
fold change 
SPAC1L
MW
hsa-miR-320-4395388 0,410 -0,318 -0,557 -0,079 1,471 1,057 1,247
hsa-miR-24-4373072 0,570 -0,318 0,079 -0,714 0,947 1,641 1,246
hsa-miR-26b-4395167 0,423 -0,315 -0,561 -0,068 1,476 1,049 1,244
hsa-miR-454*-001996 0,675 -0,313 -0,872 0,246 1,830 0,843 1,242
hsa-miR-374b*-002391 0,658 -0,312 0,211 -0,835 0,864 1,784 1,241
hsa-miR-149*-002164 0,718 -0,305 0,337 -0,947 0,792 1,927 1,235
hsa-miR-491-5p-4381053 0,632 -0,305 -0,772 0,162 1,707 0,894 1,235
hsa-miR-365-4373194 0,012 -0,294 -0,300 -0,288 1,231 1,221 1,226
hsa-miR-489-4395469 0,698 -0,292 0,277 -0,860 0,826 1,815 1,224
hsa-miR-361-5p-4373035 0,411 -0,291 -0,072 -0,510 1,051 1,425 1,224
hsa-miR-18a-4395533 0,711 -0,279 0,292 -0,851 0,817 1,804 1,214
hsa-miR-135a-4373140 0,780 -0,276 0,490 -1,042 0,712 2,059 1,211
hsa-let-7a-4373169 0,660 -0,263 -0,707 0,181 1,632 0,882 1,200
hsa-miR-342-3p-4395371 0,450 -0,246 -0,457 -0,036 1,372 1,025 1,186
hsa-miR-1282-002803 0,642 -0,230 -0,595 0,135 1,510 0,911 1,173
hsa-miR-133a-4395357 0,873 -0,230 -1,363 0,903 2,572 0,535 1,173
hsa-miR-330-3p-4373047 0,686 -0,215 -0,615 0,185 1,531 0,880 1,161
hsa-miR-338-5P-002658 0,758 -0,214 0,322 -0,750 0,800 1,682 1,160
hsa-miR-331-5p-4395344 0,861 -0,211 -1,157 0,735 2,229 0,601 1,157
hsa-miR-589-001543 0,555 -0,208 0,039 -0,454 0,973 1,370 1,155
hsa-miR-191*-002678 0,434 -0,206 -0,039 -0,374 1,027 1,296 1,154
hsa-miR-124-4373295 0,932 -0,206 -2,136 1,723 4,394 0,303 1,154
hsa-miR-103-4373158 0,287 -0,200 -0,103 -0,297 1,074 1,229 1,149
hsa-miR-26b*-002444 0,774 -0,190 -0,701 0,321 1,626 0,800 1,141
hsa-miR-758-4395180 0,848 -0,186 0,580 -0,952 0,669 1,935 1,138
hsa-miR-200b*-002274 0,940 -0,165 1,586 -1,916 0,333 3,773 1,121
hsa-miR-138-4395395 0,597 -0,157 0,057 -0,371 0,961 1,293 1,115
hsa-miR-449b-4381011 0,752 -0,153 0,221 -0,528 0,858 1,442 1,112
hsa-miR-532-5p-4380928 0,064 -0,141 -0,126 -0,155 1,092 1,113 1,102
hsa-miR-15a*-002419 0,452 -0,136 -0,253 -0,019 1,192 1,013 1,099
hsa-miR-135b-4395372 0,900 -0,129 0,689 -0,946 0,620 1,927 1,093
hsa-miR-193b*-002366 0,888 -0,116 0,535 -0,768 0,690 1,703 1,084
hsa-miR-503-4373228 0,923 -0,094 0,673 -0,861 0,627 1,816 1,067
hsa-miR-499-5p-4381047 0,977 -0,088 -2,535 2,359 5,794 0,195 1,063
hsa-miR-374b-4381045 0,905 -0,087 0,489 -0,663 0,712 1,583 1,062
hsa-miR-484-4381032 0,187 -0,082 -0,057 -0,106 1,040 1,077 1,058
hsa-miR-324-5p-4373052 0,847 -0,078 -0,397 0,241 1,317 0,846 1,056
hsa-miR-26a-4395166 0,742 -0,076 -0,253 0,101 1,192 0,932 1,054
hsa-miR-576-5p-4395461 0,885 -0,072 -0,469 0,324 1,384 0,799 1,051
hsa-miR-106b*-002380 0,838 -0,067 0,191 -0,326 0,876 1,253 1,048
hsa-miR-519e-4395481 0,973 -0,065 1,492 -1,622 0,356 3,079 1,046
hsa-miR-128-4395327 0,455 -0,057 -0,106 -0,008 1,076 1,005 1,040
hsa-miR-31-4395390 0,930 -0,039 -0,388 0,311 1,309 0,806 1,027
hsa-miR-574-3p-4395460 0,948 -0,038 -0,500 0,424 1,414 0,746 1,027
hsa-miR-744*-002325 0,963 -0,036 -0,646 0,574 1,565 0,672 1,025
hsa-miR-502-5p-4373227 0,976 -0,034 0,867 -0,935 0,548 1,912 1,024
hsa-miR-660-4380925 0,884 -0,022 -0,139 0,096 1,101 0,936 1,015
hsa-miR-340-4395369 0,849 -0,019 -0,096 0,059 1,069 0,960 1,013
hsa-miR-125b-2*-002158 0,994 -0,012 -1,205 1,181 2,306 0,441 1,008
hsa-miR-193b-4395478 0,989 -0,005 0,297 -0,307 0,814 1,237 1,003
Anhang
154
Sequenzierung AS-Variante REST4
cntaTCGgaTccgnATTCGTGaTTGaGCGaGTATCACTGGAGGaAACaTtTAAGaAACCATTCTCCAA
GGaAAGTATACACATgtGGAAAATGCAACTATTTTTCAGACAGAAAAAACAATTATGTTCAGCATGTT
AGAACTCATACAGGAGAACGCCCATATAAATGTGAACTTTGTCCTTACTCAAGTTCTCAGAAGACTCA
TCTAACTAGACATATGCGTACTCATTCAGTGGGGTATGGATACCATTTGGTAATATTTACTAGAGTGT
GATCTAGATGGGTGAGAAGCAATCTGAATTCGTCGACAAGCTTCTCGAGCCTAGGCTAGCTCTAGACC
ACACGTGTGGGGGCCCGAGCTCGCGGCCGCTGTATTCTATAGTGTCACCTAAATGGCCGCACAATTCA
CTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGC
ACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGC 
Sequenzierung Hec1B REST cDNA Amplikon
cgtaTCGgaTccgAnTTCGTgaTTGCTTCTCACCCATCTAGATCACACTCTAGTaAATATTACCaAAT
GGTATCCATACCCCACTGAATGAGTACGCATATGTCTAGTTAGATGAGTCTTCTGAGAACTTGAGTAA
GGACAAAGTTCACATTTATATGGGCGTTCTCCTGTATGAGTTCTAACATGCTGAACATAATTGTTTTT
TCTGTCTGAAAAATAGTTGCATTTTCCACATGTGTATACTTTCCTTGGAAAATGGTTTCTTAAATGTT
TCCTCCAGTGATACTCGCTCAATCTGAATTCGTCGACAAGCTTCTCGAGCCTAGGCTAGCTCTAGACC
ACACGTGTGGGGGCCCGAGCTCGCGGCCGCTGTATTCTATAGTGTCACCTAAATGGCCGCACAATTCA
CTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGC 
Sequenzierung EN1 REST cDNA Amplikon
Exon4
Exon3 vor alternativ gesplictes Exon4 
Plasmid Sequenz
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